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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do modulador biológico BAC TRAT 
2A® adicionado na cama frente a sobrevivência e multiplicação de Salmonella 
sp. durante o alojamento de frangos de corte em dois estudos: um em infectório 
experimental, realizado entre fevereiro e agosto de 2019 e outro a campo, 
realizado entre março de 2018 e agosto de 2019. O primeiro estudo foi 
subdividido em duas partes, uma primeira com dois tratamentos: E1T1– sem 
inoculação de Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® na 
cama e E1T2 – sem inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação de 
BAC TRAT A® na cama; a segunda parte também com dois tratamentos: E2T1 - 
com inoculação de Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® 
na cama e E2T2 - com inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação 
de BAC TRAT A® na cama. O segundo estudo, realizado a campo, foi composto 
por dois barracões, sendo que a cama utilizada no barracão 1 foi o controle 
negativo (C) e a cama do barracão 2 foi o tratamento (T), sendo tratada com o 
modulador biológico BAC TRAT A®. Além da avaliação do efeito do modulador 
biológico, no segundo estudo ainda foram avaliados perfil genotípico e fenotípico 
dos isolados obtidos, além da análise de resistência antimicrobiana. No primeiro 
estudo, o modulador biológico apresentou resultados positivos apenas na 
primeira parte, observando-se uma redução significativa nas contagens de 
Salmonella tanto para a cama (P<0,01) quanto para o ceco (P<0,05) no 
tratamento em que houve aplicação do produto (E1T2). Na segunda parte do 
primeiro estudo não se observou diferença estatística significativa entre os 
tratamentos. No segundo estudo, realizado a campo, o modulador também 
apresentou desempenho positivo para a diminuição do desafio sanitário 
envolvendo a presença de Salmonella sp. durante a criação de aves. Tanto no 
ambiente quanto no ceco das aves, por ação indireta, houve uma diminuição da 
carga do patógeno, principalmente nos estágios finais do ciclo de criação, 
possivelmente provocada pela exclusão competitiva na cama do aviário e 
modulação biológica da microbiota das aves em contato com o produto. 
 















The objective of this work was to evaluate the effect of the biological modulator 
BAC TRAT 2A® added to poultry bed considering the survival and multiplication 
of Salmonella sp. during broiler housing in two studies: one in a bioterium, carried 
out between February and August 2019 and another in the field, carried out 
between March 2018 and August 2019. The first study was divided into two parts, 
the first with two treatments: E1T1– without inoculation of Salmonella Heidelberg 
and without inoculation of BAC TRAT A® in bed and E1T2 - without inoculation of 
Salmonella Heidelberg and with inoculation of BAC TRAT A® in bed ; the second 
part also with two treatments: E2T1 - with inoculation of Salmonella Heidelberg 
and without inoculation of BAC TRAT A® in bed and E2T2 - with inoculation of 
Salmonella Heidelberg and with inoculation of BAC TRAT A® in bed. The second 
study, carried out in the field, consisted of two sheds, the bed used in shed 1 
being the negative control (C) and the bed in shed 2 being the treatment (T), 
being treated with the biological modulator BAC TRAT A®. In addition to 
evaluating the effect of the biological modulator, the second study also evaluated 
the genotypic and phenotypic profile of the isolates obtained, in addition to the 
analysis of antimicrobial resistance. In the first study, the biological modulator 
showed positive results only in the first part, observing a significant reduction in 
Salmonella counts for both the bed (P <0.01) and the cecum (P <0.05) in the 
treatment in which the product was applied (E1T2). In the second part of the first 
study, there was no statistically significant difference between treatments. In the 
second study, carried out in the field, the modulator also showed a positive 
performance for reducing the health challenge involving the presence of 
Salmonella sp. during poultry farming. Both in the environment and in the cecum 
of the birds, by indirect action, there was a decrease in the pathogen load, mainly 
in the final stages of the breeding cycle, possibly caused by the competitive 
exclusion in the aviary litter and biological modulation of the birds' microbiota in 
contact with the product. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
A avicultura de corte representa um dos principais segmentos do 
complexo agroindustrial brasileiro, sendo o país líder mundial na produção e 
segundo maior exportador de carne de frango. Em 2018, 14% da produção 
mundial de carne de frango foi oriunda da avicultura brasileira, sendo os três 
estados do sul do país responsáveis por mais de 65% da produção total (USDA, 
2019).  
Ao mesmo tempo que o comércio de alimentos se expande em todo o 
mundo, a segurança dos alimentos torna-se uma preocupação compartilhada 
entre os países desenvolvidos e em desenvolvimento, conforme ligações 
importantes entre alimentação e saúde são cada vez mais reconhecidas 
(ANTUNES et al., 2016). Uma grande variedade de agentes químicos, físicos e 
biológicos podem afetar a segurança de alimentos, sendo os últimos 
considerados de maior importância e são um alvo constante de medidas de 
prevenção, monitoramento e controle dentro das indústrias de alimentos (JAY, 
2005). 
Neste contexto, merecem destaque os patógenos envolvidos em surtos 
de origem alimentar, devido às grandes perdas e danos causados à saúde 
pública, principalmente com relação aos grupos de risco (FORSYTHE, 2013). De 
acordo com dados do Ministério da Saúde, Salmonella sp. é o segundo patógeno 
que mais causa surtos de doenças veiculadas por alimentos no Brasil (BRASIL, 
2019).  
Na produção de frangos de corte são várias as fontes de contaminação 
das aves por Salmonella no campo e uma delas é a cama, geralmente composta 
por maravalha, sendo que há também a presença de penas, restos de ração e 
água, além de acúmulo de excretas e secreções das aves. Assim, uma 
microbiota diversificada proveniente do trato digestório dos animais se 
estabelece neste ambiente, cujo potencial patogênico pode variar de acordo com 
a sanidade das aves e as práticas de manejo ambiental (VAN WANGENBERG 
et al., 2012). 
Com a ascensão da produção avícola no Brasil, aliada a necessidade de 
se pensar em novas possibilidades de manejo e tratamento da cama de frango, 





benéficos que impedem a sobrevivência microbiana vêm ganhando destaque 
neste cenário (LARRISON et al., 2010; ROLL et al., 2008). Neste sentido, tendo 
em vista que a microbiota da ave é formada a partir do contato com micro-
organismos presentes no ambiente, a presença de uma cepa bacteriana com 
efeito benéfico em um ambiente como a cama poderia direcionar a formação da 
microbiota endógena (JURICOVA et al., 2012).  
Os moduladores biológicos são um exemplo de coleção de cultivos 
microbianos que são biotecnologicamente utilizados com finalidade de reduzir 
ou até mesmo eliminar a contaminação de alguns micro-organismos do ambiente 
que são indesejáveis à sanidade e a inocuidade do produto (GAYLARDE et al., 
2005). Geralmente, produtos comerciais contendo micro-organismos que são 
utilizados como probióticos têm sua utilização via ração, água ou são inoculados 
pelo bico ou borrifados nos animais (SCHNEITZ, 1992). Além destas formas de 
administração, outras opções estão sendo propostas para a aplicação destes 
produtos, como por exemplo a aspersão na cama das aves e nos utensílios, com 





















2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 AVICULTURA NO BRASIL 
 
 A carne de frango sempre esteve presente na história do Brasil, sendo 
que já nas primeiras embarcações vindas de Portugal as aves já eram utilizadas 
como suprimento alimentar (ARASHIRO, 1989). A partir de 1900, com o 
crescente desenvolvimento do país e aumento da população, foi fundada em 
1913 a Sociedade Brasileira de Avicultura, em São Paulo, que tinha como um de 
seus principais objetivos desenvolver a avicultura no Brasil e trazer novos rumos 
para este setor (MALAVAZZI, 1977). 
A partir das décadas de 50 e 60, o setor agroindustrial brasileiro passou 
por várias mudanças em sua estrutura produtiva (BELUSSO e HESPANHOL, 
2010), sendo que a avicultura brasileira passou a ter caráter industrial e 
consolidou-se, a partir de alguns eixos fundamentais, como a produção de aves 
com melhor conversão alimentar e curto período de vida (TAVARES e RIBEIRO, 
2007). Juntamente com incentivos fiscais e créditos a juros baixos, houve grande 
modernização do setor neste período, o que levou ao aumento da produção e da 
produtividade, crescimento das atividades ligadas à exportação e aumento do 
grau de processamento industrial dos produtos (OLIVEIRA e NÄÄS, 2012). 
 Atualmente, a avicultura de corte representa um dos principais segmentos 
do complexo agroindustrial brasileiro, sendo o país líder mundial na exportação 
e o segundo maior produtor de carne de frango. Em 2018, 14% da produção 
mundial de carne de frango foi oriunda da avicultura brasileira, sendo os três 
estados do sul do país responsáveis por mais de 65% da produção total (USDA, 
2019). Segundo o Sindicato das Indústrias de Produtos Avícolas do Estado do 
Paraná - Sindiavipar, a avicultura paranaense vem conseguindo superar a crise 
econômica e crescer acima da média brasileira nos últimos anos, sendo que, 
desde o ano de 2010 as exportações paranaenses cresceram cerca de 61%. 
Atualmente, o Paraná é o estado que comanda a avicultura no Brasil, sendo 
responsável por cerca de 38% de toda a carne de frango produzida e exportada 
pelo país, números que garantem à avicultura paranaense destaque nacional e 





2.2. Salmonella sp. 
 
2.2.1 Aspectos gerais 
 
 O gênero Salmonella, pertencente à família Enterobacteriaceae, é 
constituído de bacilos Gram negativos, mesófilos, não produtores de esporos, 
anaeróbios facultativos e em sua maioria são móveis, devido à presença de 
flagelos peritríquios, exceção feita à S. Pullorum e à S. Gallinarum, que são 
imóveis (FORSYTHE, 2013). A existência do gênero Salmonella data de muitos 
anos, porém, só recebeu este nome no ano de 1900, em homenagem ao médico 
veterinário Daniel Elmer Salmon, responsável pelo isolamento em intestinos de 
suínos do micro-organismo Bacillus cholerasuis, hoje conhecido como 
Salmonella enterica sorovar Cholerasuis. Desde então, inúmeras modificações 
na nomenclatura do gênero foram propostas (SALMONELLA SUBCOMMITTEE, 
1934; EUZEBY, 2016a; EUZEBY, 2016b; EUZEBY, 2016c; RYAN et al., 2017).  
Atualmente, o gênero Salmonella é dividido em duas espécies: S. bongori 
e S. enterica, que está subdividida em seis subespécies: S. enterica subespécie 
enterica, S. enterica subespécie houtenae, S. enterica subespécie salamae, S. 
enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica 
subespécie indica. As subespécies de S. enterica agrupam em torno de 2659 
sorovares, sendo que S. enterica subesp. enterica agrupa o maior número de 
sorovares e é epidemiologicamente mais relevante, pois compreende únicos 
sorovares que acometem humanos e animais de sangue quente (ISSENHUTH-
JEANJEAN et al., 2014). S. enterica subsp. salamae, subsp. arizonae e subsp. 
diarizonae são frequentemente isoladas do conteúdo intestinal de animais de 
sangue frio e raramente de humanos ou animais de sangue quente. S. enterica 
subsp. houtenae e S. bongori são predominantemente isoladas do ambiente e 
raramente são patogênicas para humanos (POPOFF e LE MINOR, 2005). 
 Adicionalmente, as espécies de Salmonella também são classificadas por 
sua fórmula antigênica. O esquema de classificação mais difundido e aceito é 
conhecido como “Kauffmann-White-Le Minor”, que foi inicialmente publicado por 
Fritz Kauffmann e Philip B. White em 1934 e listava 44 sorovares de Salmonella 
(GRIMONT e WEILL, 2007). Em 1964, quando Kauffmann se aposentou, com o 





2659 sorovares descritos, número atualizado pelo Instituto Pasteur em 2014 
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Le Minor tem grande contribuição na 
maioria dos sorovares conhecidos e é por isso que o esquema por muitos anos 
chamado de “Kauffmann-White” atualmente leva seu nome. Este esquema divide 
o gênero em tipos sorológicos em função dos antígenos de superfície principais, 
o antígeno somático O e o antígeno flagelar H, que apresentam alta 
variabilidade, sendo esse o fator responsável pela designação dos mais de 2600 
sorovares existentes (CDC, 2020; ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; 
SALMONELLA SUBCOMMITTEE, 1934).  
Os antígenos O são polissacarídeos que compõe a parede celular das 
bactérias Gram negativas e são constituídos por unidades oligossacarídicas 
repetitivas, as cadeias laterais. A especificidade do antígeno somático é 
determinada pela variação em número, tipo e/ou ligação entre os diferentes 
açúcares destas cadeias (LINDBERG e LE MINOR, 1984; RICK, 1987). Este 
antígeno apresenta 67 fatores antigênicos reconhecidos que são utilizados para 
a identificação sorológica de Salmonella (DA SILVA et al., 2017).  
Os antígenos H são derivados do flagelo das cepas móveis e são 
compostos de subunidades de flagelina, que são a porção filamentosa do flagelo 
bacteriano (NATARO et al., 2011). Geralmente, as bactérias expressam apenas 
um antígeno flagelar por vez, isso se chama expressão flagelar monofásica. Uma 
cepa de Salmonella pode produzir dois tipos de flagelos com características 
antigênicas diferentes, de fase 1 e de fase 2, podendo ser expressos de forma 
monofásica ou bifásica, como ocorre com alguns sorovares do gênero. Esta 
alternância na produção é chamada de variação de fase e o gênero Salmonella 
é o único dentre as enterobactérias com essa capacidade. Alguns poucos 
sorovares são monofásicos, como ocorre com S. Typhi e S. Enteritidis e outros 
não produzem qualquer tipo de flagelo, por serem imóveis, como é o caso dos 
sorovares Pullorum e Gallinarum (GRIMONT et al., 2000; GRIMONT e WEILL, 
2007).  
Além dos antígenos O e H, cepas de S. Typhi, Paratyphi e Dublin também 
podem apresentar antígenos capsulares (Vi) que, se presentes, estão 
relacionados a maior virulência (POPPOF e LE MINOR, 2005). Os antígenos O 
e Vi são termo resistentes, não sendo destruídos pelo aquecimento a 100ºC por 





determinação do sorovar de uma Salmonella, os antígenos H precisam ser 
eliminados pelo aquecimento (FRANCO e LANDGRAF, 2008). 
 
2.2.2 Importância de Salmonella para a saúde pública 
 
De acordo com a patologia causada, três grandes grupos podem ser 
considerados a partir dos sorovares de Salmonella existentes: as febres tifoides, 
causadas por S. Typhi, as febres entéricas, causadas por S. Paratyphi (A, B e 
C) e as enterocolites ou salmoneloses causadas pelos demais sorovares, 
responsáveis pela transmissão de Salmonella de animais para humanos na 
maior parte do mundo (FRANCO e LANDGRAF, 2008). 
O gênero Salmonella é amplamente distribuído na natureza, sendo o trato 
gastrointestinal (TGI) do homem e de animais o principal reservatório natural do 
patógeno. Entre os animais de produção, as aves são o reservatório de maior 
importância, principalmente pela adaptação de inúmeros sorovares ao TGI 
destes animais. As aves podem ser portadoras assintomáticas do micro-
organismo, excretando o patógeno de forma contínua pelas fezes, causando a 
disseminação de Salmonella durante a produção, abate e processamento, o que 
pode ocasionar contaminação cruzada de grande importância nos abatedouros 
(FRANCO e LANDGRAF, 2008).  
Em geral, a colonização pela maioria dos sorovares de Salmonella 
enterica não afeta a performance das aves, desta forma, infecções 
assintomáticas podem aumentar a probabilidade de transmissão zoonóticas para 
os seres humanos na cadeia alimentar (CARTER et al., 2009). Alguns trabalhos 
demonstram a grande frequência do sorovar Enteritidis em carne de aves 
abatidas no Brasil até a primeira década dos anos 2000, sendo posteriormente 
substituído por outros sorovares (CARDOSO et al., 2015; DUARTE et al., 2009; 
PALMEIRA et al., 2016; REZENDE et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; SANTOS 
et al., 2000).  
Estudos recentes têm mostrado o aumento da taxa de infecção de frangos 
por Salmonella Heidelberg e Minnesota no Brasil nos últimos anos (CARDOSO 
et al., 2015; VOSS-RECH et al., 2015). Acredita-se que esse aumento seja 
devido à melhoria nas medidas de controle para os sorovares Enteritidis e 





sorovares. Salmonella Heidelberg foi o sorovar mais prevalente em carne de 
frango no Brasil no ano de 2013 (RASFF, 2015) e é um sorovar que pode infectar 
os seres humanos pois possui grande capacidade invasiva e pode causar 
doença com alto grau e severidade quando comparado a outros sorovares 
(CHITTICK et al., 2006). Atualmente, Salmonella Heidelberg está entre os 
sorovares mais prevalentes em casos de salmonelose humana nos Estados 
Unidos e também no Canadá e é um dos cinco principais sorovares associados 
com salmonelose humana no mundo (CDC, 2014; PHAC, 2014). 
Apesar das diversas fontes de contaminação por Salmonella, a veiculação 
por alimentos é a principal e mais relevante, com grande impacto global na saúde 
humana (MAJOWICZ et al., 2010). Os surtos de salmonelose podem envolver 
os mais variados tipos de alimentos, no entanto, produtos de origem animal, em 
especial a carne de frango e outros produtos avícolas, são os mais 
frequentemente envolvidos (BARROW e METHNER, 2013; COSBY et al., 2015; 
FOLEY et al., 2011;  VANDEPLAS et al., 2010). Vários estudos em países 
desenvolvidos demostraram a presença de Salmonella não-tifoide em diferentes 
estágios da cadeia produtiva do frango de corte (DIAS et al., 2016; KIM et al., 
2015; MAURISCHAT et al., 2014; THUNG et al., 2016). Essa contaminação das 
aves se deve principalmente ao seu sistema intensivo de criação, condições de 
manejo e abate dos animais, o que facilita a disseminação deste patógeno desde 
o início da criação até o produto final (ANTUNES et al., 2016). 
As salmoneloses são a principal causa de diarreia bacteriana em todo o 
mundo, sendo estimados aproximadamente 153 milhões de casos de 
gastroenterite e 57.000 mortes a cada ano (HUNTER e FRANCOIS WATKINS, 
2018). Ainda, dados do Centro para Controle e Prevenção de Doenças dos 
Estados Unidos (CDC) apontam que para cada caso confirmado de doença 
causada por Salmonella, há aproximadamente mais 30 casos que não são 
notificados. Dados do ano de 2017 mostram a ocorrência de 125 surtos de 
salmonelose veiculada por alimentos nos Estados Unidos, o que resultou em 9 
mortes (CDC, 2020).  Na União Europeia, mais de 91.000 casos de salmonelose 
em humanos são reportados a cada ano, o que gera um gasto de 
aproximadamente três bilhões de euros. Em 2017, 1.241 surtos foram 






No Brasil, de acordo com a Secretaria de Vigilância em Saúde do 
Ministério da Saúde (BRASIL, 2019), entre 2009 e 2018 foram notificados 2.431 
surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTA), e destes, 11,3% foram 
devido à Salmonella, que atualmente ocupa o segundo lugar no ranking. Com 
relação à carne de frango, em trabalho realizado por Bersot et al. (2019) entre 
os anos de 2007 a 2013 avaliando-se carcaças de frango no oeste do estado do 
Paraná, foi encontrado um percentual de 19,41% dentre as 340 carcaças 
analisadas.  
 
 2.2.3 A importância de Salmonella na cadeia avícola 
 
 Como as aves podem ser portadoras assintomáticas de Salmonella, 
havendo a possibilidade de excretar o patógeno continuamente por suas fezes, 
há uma preocupação quanto à disseminação do patógeno na cadeia avícola, 
desde a produção até o abate e processamento. Na produção, muitas vezes faz-
se necessário o uso de medicamentos antibióticos para controlar este problema 
(FRANCO e LANDGRAF, 2008). 
O uso extensivo e indiscriminado de antimicrobianos pelos seres 
humanos e também na produção animal nas últimas décadas levou ao aumento 
da resistência antimicrobiana entre várias bactérias, sendo o uso veterinário o 
maior contribuinte para o desenvolvimento da múltipla resistência bacteriana 
(BUTAYE et al., 2006; CRUCHAGA et al., 2001; MARSHALL e LEVY, 2011; 
YILDIRIM et al., 2011). Por muitos anos, a contribuição dos animais de produção 
como reservatório de resistência antimicrobiana com impactos na saúde humana 
foi controversa, porém, evidências têm sido acumuladas relacionando 
particularmente a produção avícola com a doença humana (AARESTRUP, 2015; 
EFSA, 2015; SHAH e KOREJO, 2012; WHO, 2012).  
Em particular, cepas de Salmonella com multirresistência a drogas 
antimicrobianas têm sido constantemente relatadas na produção animal e em 
alimentos, resultando na exposição humana a estes micro-organismos que são 
disseminados via cadeia alimentar (ABD ELGHANY et al., 2015; ANJUM et al., 
2011; LETTINI et al., 2016; NGUYEN et al., 2016; OUESLATI et al., 2016; 
RODRIGUEZ-RIVERA et al., 2016). Estas cepas apresentam resistência a 





por vários anos para tratamento de Salmonella, incluindo as fluoroquinolonas e 
cefalosporinas de amplo espectro (CHEN et al., 2013; HUR et al., 2012; PARRY 
et al., 2008). O aparecimento e disseminação de micro-organismos resistentes 
aos antibióticos se torna um grande problema para a saúde pública, visto que os 
genes de resistência a antimicrobianos incorporados nestas populações 
bacterianas ameaçam a eficácia de drogas utilizadas para tratar infecções em 
seres humanos causadas por estes patógenos (LAXMINARAYAN et al., 2016; 
MEHTA et al., 2018; SOMMER et al., 2017; VAN BOECKEL et al., 2017).  
Os níveis mais elevados de resistência microbiana aos antimicrobianos 
recomendados no tratamento de salmonelose foram detectados em carne de 
frango e carne de peru (CHANG et al., 2015; THAMES et al., 2012), devido a 
frequente administração de antibióticos para tratamento de doenças nas aves ou 
também como promotores de crescimento (VAN BOECKEL et al., 2017; 
VINUEZA BURGOS, 2017). Este fato sugere a contribuição da cadeia avícola 
para o aumento da resistência aos antimicrobianos que se distribui através do 
consumo da carne de aves e produtos relacionados (CUI et al., 2016; EFSA, 
2015; GONG et al., 2014; LI et al., 2013). No entanto, há que considerar que os 
tratamentos inadequados prescritos para humanos e a automedicação também 
são fatores de grande expressividade para a resistência a antimicrobianos 
(NAWAZ et al., 2001). 
Além do aumento da resistência bacteriana, o uso indevido e 
indiscriminado dos antibióticos gera acúmulo de resíduos nos produtos animais 
e também no ambiente, além de desequilíbrio e redução da microbiota benéfica 
normal do intestino das aves (SEN et al., 2011). Isto têm resultado em severas 
restrições ou proibições do emprego de antimicrobianos em animais, 
principalmente na produção avícola nos mais diversos países. Como resultado, 
o setor avícola industrial deve buscar alternativas para o uso dos antibióticos, a 
fim de manter a saúde e performance dos animais sob condições comerciais, 
principalmente quando se trata de patógenos de importância para saúde pública, 
como é o caso de Salmonella (HOSSAIN et al., 2015). 
Com relação à resistência antimicrobiana, os micro-organismos podem 
ser sensíveis ou resistentes aos antimicrobianos, resistência esta que pode ser 
natural ou adquirida. A resistência natural é uma característica intrínseca do 





conhecimento dentre as mais diversas espécies facilita a escolha do tratamento 
empírico. Como exemplo pode-se citar a resistência natural de bactérias do 
gênero Mycoplasma frente aos beta-lactâmicos, pois estes micro-organismos 
não possuem parede celular, local onde atua o antibiótico (RICE e BONOMO, 
2005).   
A resistência adquirida pode ser advinda de mutação espontânea e 
seleção, em que as bactérias que transportam mutação no material genético que 
confere resistência sobrevivem ao uso da droga e as sensíveis são eliminadas, 
ou também por transmissão de material genético, ou seja, por aquisição de 
genes de resistência anteriormente presentes em outros micro-organismos, 
sejam eles da mesma espécie ou não (DZIDIC et al., 2007; TENOVER, 2006). 
Quando se trata de resistência adquirida, existem basicamente quatro grandes 
mecanismos de resistência a antibióticos, são eles: o mecanismo enzimático que 
altera a estrutura química do antibiótico, a bomba de efluxo, a alteração de 
permeabilidade e a também alteração do local de ação, como pode se observar 
no esquema básico representado na Figura 1.  
 
   Fonte: Anvisa (2017). 
 
O mecanismo de resistência mais conhecido e importante é a produção 
de enzimas que degradam ou inativam os antimicrobianos, que podem ser 
produzidas se modo constitutivo ou induzido (ANVISA, 2007). Um exemplo de 
grande relevância é a produção das beta-lactamases em micro-organismos 





Gram-negativos, em que há quantidades abundantes destas enzimas que 
hidrolisam a ligação amida do anel beta-lactâmico presente em alguns tipos de 
antimicrobianos, que perdem assim a capacidade de inibir a síntese da parede 
celular bacteriana (DZIDIC et al., 2007; TORTORA et al., 2012).  
Em 1963 foi identificada a primeira enzima beta-lactamase, em uma cepa 
de E. coli, na Grécia, que tinha sua codificação por meio de elementos genéticos 
móveis, como plasmídeos e transposons, possibilitando sua rápida 
disseminação (DATTA e KONTOMICHALOU, 1965). Em 1980 foram 
introduzidas na prática médica as cefalosporinas de terceira geração, que 
possuíam estrutura molecular resistente à ação das enzimas beta-lactamases 
existentes até então. Contudo, a pressão de seleção exercida pelo uso massivo 
dessas novas drogas levou ao surgimento das enzimas beta-lactamases de 
espectro estendido (ESBL). Três anos após o início do uso dessas drogas foi 
relatada a primeira ESBL, denominada SHV-2 em Serratia marcescens e 
Klebsiella pneumoniae (KNOTHE et al., 1983). 
 As ESBL são capazes de hidrolisar a maioria das penicilinas e 
cefalosporinas, incluindo compostos oximino-β-lactâmicos, mas não cefamicinas 
ou carbapenêmicos. A maioria das ESBL é inibida por inibidores de β-lactamase 
(ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam) (EUCAST, 2013). Neste sentido, a 
emergência e a disseminação de betalactamases de espectro estendido entre 
os membros da família Enterobacteriaceae têm sido descritas mundialmente 
como ponto de urgência clínica devido à grande incidência desses isolados em 
infecções relacionadas com a assistência à saúde (IRAS).    
A alteração do local alvo onde ocorre a ação do antimicrobiano, de forma 
a impedir o seu efeito, também constitui um mecanismo importante de 
resistência. Por meio dele, as bactérias podem adquirir um gene que codifica um 
novo produto resistente ao antibiótico, substituindo o alvo original (ANVISA, 
2007).  
Outro mecanismo importante é a alteração da permeabilidade da 
membrana, que é essencial para que o antibiótico tenha o efeito desejado 
(HILAL-DANDAN e BUNTON, 2008). A permeabilidade limitada é uma 
propriedade da membrana celular externa de micro-organismos Gram-negativos 
e reside na presença de proteínas chamadas porinas, que formam canais e 





seletividade ou o tamanho das porinas pode modificar a permeabilidade dos 
antibióticos, impedindo-os de entrar no espaço periplasmático e agir, levando à 
resistência da bactéria (ANVISA, 2007; DECLOUR, 2009; DZIDIC et al., 2007; 
TORTORA et al., 2012).  
Ainda, um mecanismo frequente são as bombas de efluxo, em que as 
proteínas de membrana agem como bombas, fazendo com que ocorra o 
bombeamento ativo dos antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular 
antes que atinjam concentrações suficientes para matar a bactéria (ANVISA, 
2007; DZIDIC et al., 2007; NISHINO et al., 2009; TENOVER, 2006). 
 Considerando a relevância de Salmonella na cadeia produtiva avícola 
bem como para a saúde pública no Brasil e em todo o mundo, deve-se ressaltar 
a importância de implantar medidas e programas de controle em toda a cadeia, 
de modo a assegurar a qualidade do produto ao consumidor final. Seu controle 
na cadeia produtiva de frangos de corte é complexo, sendo assim, o 
conhecimento epidemiológico sobre o patógeno se torna vital para traçar 
estratégias de intervenção, investimentos e ações de combate (SCHMIDT, 2018) 
 Tendo em vista a importância da produção avícola brasileira no contexto 
nacional e internacional, aliada a necessidade de normatização das ações de 
acompanhamento sanitário, em 19 de setembro de 1994 o Ministério da 
Agricultura Pecuária e Abastecimento – MAPA, instituiu o Programa Nacional de 
Sanidade Avícola – PNSA, através da Portaria nº 193, com o estabelecimento 
de diversas normas e ações para regulamentar a produção avícola e 
salvaguardar o plantel nacional (BRASIL, 1994). Por meio da Instrução 
Normativa (IN) nº 78, o PNSA estabeleceu a erradicação de S. Gallinarum e S. 
Pullorum nos planteis avícolas, sendo que matrizes positivas para estes 
sorovares deveriam ser sacrificadas. Além disso, essa IN também estabelece a 
vacinação de matrizes contra S. Enteritidis (BRASIL, 2003a). 
Ainda, através da IN nº 70, em 2013 o MAPA instituiu no Brasil o 
“Programa de redução de patógenos (PRP) – Monitoramento microbiológico e 
controle de Salmonella sp. em frangos e perus”, com objetivo de monitorar a 
prevalência do patógeno nos produtos avícolas em estabelecimentos de abate 
de aves registrados no Serviço de Inspeção Federal – SIF. Tal monitoramento 
tem por função principal construir um sistema de informações para avaliação da 





adequado de proteção ao agente, o que permite melhor eficácia das medidas de 
controle, como componente importante da Análise de Risco Microbiológico 
(BRASIL, 2003b). O PRP instituído no Brasil tem como referência o Programa 
de Redução de Patógenos Americano, que permite a redução do patógeno 
através de descontaminantes físicos e/ou químicos, enquanto o programa 
brasileiro prioriza higiene e boas práticas de fabricação no combate ou redução 
de Salmonella (FINSTAD et al., 2013; USDA/FSIS, 2013). 
Com o intuito de agrupar o PNSA com o PRP, em 21 de outubro de 2016 
foi instituída a IN nº 20, que tem por objetivo reduzir a prevalência de Salmonella 
sp. e estabelecer um nível adequado de proteção ao consumidor. Ela também 
trouxe modificações relacionadas ao ciclo amostral e aos laboratórios onde as 
amostras devem ser realizadas. As análises microbiológicas para pesquisa de 
Salmonella sp. nas carcaças são divididas em dois monitoramentos. O primeiro 
é um monitoramento de autocontrole, em que as análises podem ser realizadas 
em laboratório definido pela empresa, desde que atenda as exigências e 
metodologias preconizadas pelo MAPA, devendo haver uma amostragem de 51 
carcaças a cada ciclo amostral, sendo aceitável no máximo 12 amostras 
positivas. O outro monitoramento compreende um ciclo de 8 amostras, em que 
no máximo 2 amostras positivas são aceitáveis com análises realizadas nos 
laboratórios da rede oficial ou credenciados pelo MAPA (BRASIL, 2016). 
Tendo como base o fato de que os processos produtivos podem ser 
bastante complicados, o Brasil conta com outras ferramentas que tem por 
objetivo produzir um alimento inócuo e seguro do ponto de vista microbiológico, 
como as Boas Práticas de Fabricação (BPF), Procedimento Padrão de Higiene 
Operacional (PPHO) e Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle 
(APPCC), que são programas de autocontrole exigidos por órgãos internacionais 
para exportação dos produtos de origem animal (BRASIL, 1997; BRASIL, 1998; 
BRASIL, 2003b).  
As BPF abordam os princípios fundamentais, os procedimentos e os 
meios necessários para o desenvolvimento de um ambiente de produção de 
alimentos inócuos e saudáveis (BRASIL, 1997). Estas normas abrangem 
procedimentos voltados para aspectos higiênico-sanitários que vão desde a 
matéria-prima até o produto final, cuja eficácia e efetividade devem ser avaliadas 





Boas Práticas de Fabricação, os PPHO baseiam-se na higiene das superfícies 
que entram em contato com o alimento, prevenção contra a contaminação 
cruzada e contra contaminantes do alimento, identificação e estocagem 
adequadas de substâncias químicas e de agentes tóxicos, segurança da água e 
higiene e saúde dos empregados (BRASIL, 2003b). 
As medidas básicas de higiene que o estabelecimento deve ter, descritas 
pelas BPF e pelos PPHO, são pré-requisitos para outros sistemas de qualidade 
na indústria de alimentos, como o sistema de Análise de Perigos e Pontos 
Críticos de Controle – APPCC, que é um sistema de gerenciamento de risco 
previamente desenvolvido, tendo como base a avaliação qualitativa do risco 
(FORSYTHE, 2013). O APPCC se baseia na identificação de perigos específicos 
e medidas de controle e prevenção em toda a cadeia produtiva do alimento, 
desde a produção primária até seu consumo, e sua implementação deve ser 
baseada em evidências científicas dos riscos à saúde humana (BRASIL, 1998). 
Outro ponto crítico de grande importância na cadeia avícola é a cama de 
frangos, considerada um ponto de manutenção e dispersão de bactérias. A cama 
de frango é uma cobertura que varia de 5 a 10 cm de espessura e fica disposta 
sobre o piso do galpão onde as aves são alojadas. Geralmente é composta de 
uma mistura de material celulósico rico em carbono, como serragem ou 
maravalha de pinus, eucalipto, casca de arroz, sabugo de milho triturado, capins 
e casca de amendoim (TUYTTENS et al., 2014; WILKINSON et al., 2011). A 
cama tem por função principal evitar o contato direto entre a ave e o chão durante 
a criação, proporcionando conforto para os animais durante o período de criação. 
Além disso, a cama também absorve a umidade eliminada pelas excretas das 
aves e equipamentos como os bebedouros, confere isolamento térmico e retém 
o impacto ligado ao peso da ave, evitando a ocorrência de lesões de peito e 
patas (COLLETT, 2012). 
 Juntamente com o material que compõe a cama, há também penas, restos 
de ração e água, além de altas concentrações de excretas e secreções das aves 
à medida que estas se desenvolvem. Assim, uma microbiota diversificada vinda 
do trato digestório dos animais se estabelece na cama, além da presença de 
outros micro-organismos, como fungos e bactérias, cujo potencial patogênico 
pode variar de acordo com a sanidade das aves e as práticas de manejo 





os micro-organismos mais frequentemente encontrados neste ambiente, são 
encontrados vários patógenos indesejáveis, como por exemplo Salmonella spp., 
Campylobacter spp., Escherichia coli, Clostridium perfringens e Staphylococcus 
aureus (WERLE et al., 2010).  
 A cama das aves pode ser renovada a cada ciclo de produção ou ser 
reutilizada, prática esta que é comumente realizada pelo segmento avícola no 
Brasil e contribui grandiosamente para a redução do volume de resíduos a serem 
dispostos, minimizando assim os eventuais impactos causados no meio 
ambiente além de diminuir os custos de produção (CHINIVASAGAM et al., 2012; 
ROLL et al., 2011). Contudo, a reutilização da cama em lotes sucessivos pode 
dificultar a desinfecção do ambiente, o que afeta a qualidade microbiológica do 
sistema de produção, provocando alterações na atividade de água, pH, 
temperatura, umidade e presença de amônia (DUMAS et al., 2011; LOPES 
ASSIS et al., 2013). Estas condições contribuem para a prevalência e 
disseminação de micro-organismos de risco no ambiente, como a Salmonella 
spp. (STRINGFELLOW et al., 2010), o que gera grande preocupação para a 
saúde pública devido à possibilidade de contaminação da água e do solo 
(PALHARES e KUNZ, 2011; ROBERTS et al., 2013).  
 Para que a prática da reutilização seja considerada segura e eficiente, o 
material da cama deve ser submetido a tratamentos adequados para auxiliar na 
redução da carga microbiana patogênica, como o tratamento químico e físico 
(BROUCEK e CERMAK, 2015; CHEN et al., 2015; WANGEN et al., 2013). 
Contudo, na produção avícola atual, estes tratamentos não têm sido eficientes o 
suficiente para minimizar o risco microbiológico e ao mesmo tempo garantir a 
sustentabilidade ambiental (SHEPHERD e FAIRCHILD, 2010). Neste sentido, 
faz-se necessário o desenvolvimento de métodos alternativos para o controle de 
patógenos na avicultura, como os moduladores biológicos.  
 
 2.3 MODULADOR BIOLÓGICO 
 
 Com a ascensão da produção avícola no Brasil, aliada a necessidade de 
se pensar em novas possibilidades de manejo e tratamento da cama de frango, 
métodos biológicos como a utilização de micro-organismos competitivos e 





neste cenário (LARRISON et al., 2010; ROLL et al., 2008). Neste sentido, tendo 
em vista que a microbiota da ave é formada a partir do contato com micro-
organismos presentes no ambiente, a presença de uma cepa bacteriana com 
efeito benéfico em um ambiente como a cama poderia direcionar a formação da 
microbiota endógena (JURICOVA et al., 2012). Além disso, a adição de micro-
organismos benéficos pode acelerar o processo de degradação dos dejetos e 
ainda podem inviabilizar o desenvolvimento e a sobrevivência de bactérias 
patogênicas (ALIAKBARPOUR et al., 2012).  
 Os moduladores biológicos são um exemplo de coleção de cultivos 
microbianos que são biotecnologicamente utilizados com finalidade de reduzir 
ou até mesmo eliminar a contaminação de alguns micro-organismos do ambiente 
que são indesejáveis à sanidade e a inocuidade do produto (GAYLARDE et al., 
2005). Para o emprego desta tecnologia, certos critérios devem ser levados em 
consideração, como a atividade catabólica da cultura mista, capacidade de 
reduzir compostos a baixas concentrações e em níveis aceitáveis, a não geração 
de produtos tóxicos e o baixo custo (BOOPATHY, 2000; HE et al., 2006). Para 
compor o modulador, geralmente utiliza-se micro-organismos que também são 
utilizados como probióticos, como algumas bactérias, fungos filamentosos e 
leveduras, sendo as bactérias consideradas o elemento principal (ANDRADE, 
2010).  
Roll et al. (2008) relataram que com a utilização de moduladores 
biológicos há o favorecimento de comunidades bacterianas positivas no 
ambiente aviário. Adicionalmente, caso haja a ingestão destes micro-organismos 
presentes no ambiente tratado, pode-se esperar uma proteção às aves 
receptoras contra colonização por patógenos, além da melhora no desempenho 
dos animais, assim como fazem os probióticos comumente adicionados à 
alimentação destes animais (ROLL et al., 2008).  
Os micro-organismos vivos, quando usados como suplementos 
alimentares são chamados de probióticos e tem a capacidade de afetar 
beneficamente o hospedeiro, modificando sua microbiota, podendo formar uma 
barreira física que impede a colonização de agentes patogênicos na parede do 
intestino e seus efeitos prejudiciais à saúde intestinal (MEURER et al., 2010). A 
probiose surgiu como uma nova ciência com aplicações na agropecuária como 





na resistência dos micro-organismos aos antibióticos de escolha para tratamento 
de enfermidades (HONG et al., 2005). 
Geralmente, produtos comerciais contendo micro-organismos que são 
utilizados como probióticos têm sua utilização via ração, água ou são inoculados 
pelo bico ou borrifados nos animais (SCHNEITZ, 1992). Além destas formas de 
administração, outras opções estão sendo propostas para a aplicação destes 
produtos, como por exemplo a aspersão na cama das aves e nos utensílios, com 
intuito de promover um ecossistema equilibrado dentro do aviário (OH et al., 
2017). 
A ação antibacteriana dos moduladores biológicos pode ser atribuída à 
exclusão por competição (LEE et al., 2010) ou também pela produção de 
enzimas extracelulares produzidas pelo complexo bacteriano, destacando-se a 
alfa-amilase, celulase, metaloproteases, proteases, hemicelulase, fitase, dentre 
outras (AHMED et al., 2014; PAN e YU, 2014; SUPRIYATI et al., 2015).  
Dentre as bactérias mais utilizadas como moduladores biológicos, 
destaca-se o gênero Bacillus, que também são utilizadas como probióticos em 
aditivos alimentares na avicultura (DAVIES et al., 2008; NITIKANCHANA et al., 
2011; WANG et al., 2009). Estas bactérias possuem uma certa estabilidade, 
podendo formar esporos, tornando-as bastante resistentes à degradação 
enzimática e à diferentes temperaturas e pH, o que possibilita a inoculação e 
manutenção no ambiente (HONG et al., 2005).   
Bacillus licheniformis, comumente utilizado como modulador, está 
diretamente ligado à produção de bacteriocinas, que são moléculas de potente 
efeito antimicrobiano contra alguns tipos de micro-organismos que competem 
por substratos nas camas de aviário (ABRIOUEL et al., 2011; AHMED et al., 
2014). B. subtilis também tem ação benéfica em camas de aviário, sendo 
relacionada com a produção de enzimas proteases responsáveis pela redução 
na contagem de enterobactérias após 24 horas de contato (BRITO e TAGLIARI, 
2007). Ainda, no estudo de Knap et al. (2011), a utilização de B. subtilis em aves 
infectadas com Salmonella Heidelberg mostrou que o uso deste micro-
organismo reduziu significativamente a carga de S. Heidelberg tanto no trato 
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3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar o efeito do modulador biológico BAC TRAT 2A® adicionado na 
cama frente a sobrevivência e multiplicação de Salmonella sp. durante o 
alojamento de frangos de corte. 
 
3.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Pesquisar e quantificar Salmonella sp. em amostras de cama de aviário, 
swab cecal, swab de arrasto, swab de caixa de transporte, água e ração; 
 
 Confirmar e sorotipificar Salmonella sp. isoladas; 
 
 Caracterizar o perfil de resistência dos isolados a antimicrobianos; 
 
 Verificar a capacidade de produção de enzimas Beta-lactamases de 
Espectro Ampliado (ESBL) dos isolados; 
 









4 CAPÍTULO I – EFEITO DA ADIÇÃO DE BAC TRAT 2A® SOBRE Salmonella 
EM CAMA DE INFECTÓRIO EXPERIMENTAL  
 
RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do modulador biológico 
BAC TRAT 2A® adicionado na cama frente a sobrevivência e multiplicação de 
Salmonella sp. durante o alojamento de frangos de corte. Os experimentos foram 
realizados no infectório experimental da Universidade Federal do Paraná – Setor 
Palotina. O trabalho se dividiu em dois estudos, sendo utilizados 240 pintos para 
cada um, totalizando 480 aves. Em cada estudo, os pintos foram distribuídos em 
delineamento inteiramente casualizado em dois tratamentos cada. Cada 
tratamento foi composto por oito gaiolas (repetições simultâneas), sendo 
alojadas 15 aves por gaiola, totalizando 120 aves por tratamento. As camas de 
maravalha utilizadas nas gaiolas de ambos os estudos foram esterilizadas cinco 
dias antes do alojamento através de fumigação com utilização de formaldeído. 
No primeiro estudo (E1) os tratamentos utilizados foram: E1T1– sem inoculação 
de Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® na cama e E1T2 
– sem inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação de BAC TRAT A® 
na cama. No segundo estudo (E2) os tratamentos foram: E2T1 - com inoculação 
de Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® na cama e E2T2 
- com inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação de BAC TRAT A®. 
Dois dias antes do alojamento das aves foram realizadas a pesquisa e 
quantificação de Salmonella sp. na cama de maravalha para confirmar sua 
ausência (E1) ou para confirmar o nível de inóculo (E2) (uma amostra por 
repetição para cada tratamento). No 28º dia foi realizada a coleta de amostras 
de cama de todas as amostras e, para as aves, foi realizada a pesquisa de 
Salmonella sp. de oito aves por repetição escolhidas aleatoriamente, totalizando 
128 amostras de ceco para cada estudo. Observou-se uma redução significativa 
nas contagens de Salmonella tanto para cama (P<0,01) quanto para o ceco 
(P<0,05) no estudo 1 onde houve a aplicação do modulador biológico (E1T2) em 
comparação com os resultados sem o modulador (E1T1). Neste estudo 1 
chamou atenção a contagem elevada de Salmonella sp. tanto em cama quanto 
em ceco, pois foram os tratamentos em que não houve a inoculação de 
Salmonella na cama, ou seja, foi uma contaminação natural, o que permitiu 
simular uma situação real de campo com o uso do BAC TRAT 2A®. Já com 
relação ao segundo estudo, esta diferença estatística não foi observada entre os 
tratamentos. Acredita-se que isto se deva ao fato de que o desafio gerado pelo 
elevado inóculo de Salmonella não tenha permitido a ação esperada de BAC 
TRAT 2A® em E2T2. Diante disso, é possível concluir que o modulador biológico 
teve resultados satisfatórios apenas no primeiro estudo, reduzindo o número de 
amostras positivas e também as contagens de Salmonella, tanto no o ambiente 
(cama de maravalha), que é o foco principal de ação do produto, mas 
principalmente sobre o ceco das aves, demonstrando a ação indireta de BAC 
TRAT 2A® na criação avícola. 
 








4.1 INTRODUÇÃO  
 
O Brasil ocupa posição de destaque no cenário avícola mundial, sendo o 
segundo maior produtor e líder mundial de exportação de carne de frango 
(USDA, 2019). Ao passo que há grande crescimento da avicultura brasileira, há 
também uma preocupação em manter o status sanitário da produção, tendo em 
vista a possível contaminação bacteriana por patógenos de importância para a 
saúde pública, como por exemplo Salmonella (ANTUNES et al., 2016). 
 No decorrer da vida das aves, há eliminação de altas concentrações de 
excretas e secreções, que, juntamente com as penas que caem, restos de ração 
e água, possibilitam um ambiente favorável ao estabelecimento de uma 
microbiota diversificada na cama de maravalha (LOPES et al., 2013). Isso faz 
com que haja a sobrevivência e perpetuação de patógenos como Salmonella sp. 
(WERLE et al., 2010). Desta forma, estratégias devem ser desenvolvidas com o 
objetivo de auxiliar na redução da carga microbiana patogênica da cama, como 
os tratamentos físicos e químicos (CHEN et al., 2015). Porém, na avicultura 
industrial atual, estes tratamentos não têm se mostrado eficientes o suficiente 
para minimizar o risco microbiológico e ao mesmo tempo garantir a 
sustentabilidade ambiental (SHEPHERD e FAIRCHILD, 2010).  
 Assim, torna-se necessário pesquisar e validar ferramentas que possam 
melhorar o equilíbrio da microbiota ambiental e reduzir a contaminação da cama 
dos aviários, já que este ambiente se torna o principal meio de assimilação 
microbiana para as aves jovens, apresentando papel fundamental no 
desenvolvimento sadio destas. Neste sentido, métodos biológicos como a 
utilização de micro-organismos competitivos e benéficos que impedem a 
sobrevivência microbiana vêm ganhando destaque (LARRISON et al., 2010; 
ROLL et al., 2008), tendo em vista que a presença de cepas bacterianas com 
efeito benéfico em um ambiente como a cama poderiam direcionar a formação 
da microbiota endógena (JURICOVA et al., 2012). 
Os moduladores biológicos são um conjunto de culturas de micro-
organismos utilizados com finalidade de reduzir ou até mesmo eliminar a 
contaminação microbiana do ambiente (GAYLARDE et al., 2005). Roll e 





há o favorecimento de comunidades bacterianas positivas no ambiente aviário. 
Adicionalmente, caso haja a ingestão destes micro-organismos presentes no 
ambiente tratado, pode-se esperar uma proteção às aves receptoras contra 
colonização por patógenos, além da melhora no desempenho dos animais 
(LOPES, 2017), assim como fazem os probióticos comumente adicionados à 
alimentação destes animais.  
BAC TRAT 2A® é um modulador biológico ambiental à base de esporos 
de micro-organismos selecionados de ecossistemas naturais, juntamente com 
estabilizantes e veículo, apresentado na forma de pó granulado. O produto é 
formado com base em uma composição geral concentrada e balanceada 
apresentando os seguintes micro-organismos: Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus e Lactococcus lactis. 
Esta composição é feita através da contagem total de esporos do produto antes 
do uso, que deve ser maior que 2,5 x 108 UFC/g. Além dos micro-organismos, 
há o acréscimo de cloreto de sódio (5%), bicarbonato de sódio (10%), que 
auxiliam no equilíbrio iônico, além do farelo de trigo (77,5%), sendo que este 
funciona como veículo do produto. Os esporos presentes na composição não 
são patogênicos, e, quando hidratados, voltam a fase vegetativa produzindo 
enzimas capazes de quebrar grandes e complexas estruturas moleculares dos 
compostos orgânicos em unidades menores e mais simples para que possam 
ser consumidas e transformadas por estes em compostos mais estáveis. Não é 
tóxico ou corrosivo, sendo absolutamente seguro o seu uso na avicultura. 
Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 
modulador biológico BAC TRAT 2A® adicionado na cama frente a sobrevivência 
e multiplicação de Salmonella sp. durante o alojamento de frangos de corte em 
infectório experimental. 
 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Local e período experimental 
 
 Os experimentos foram realizados na Universidade Federal do Paraná – 





e as análises microbiológicas no Laboratório de Inspeção e Controle de 
Qualidade de Alimentos e Água – LACOMA, entre fevereiro e agosto de 2019. 
 
4.2.2 Delineamento experimental 
 
 Foram utilizados 240 pintos (Gallus gallus domesticus) de um dia para 
cada estudo, totalizando 480 aves. Em cada estudo, os pintos foram distribuídos 
em delineamento inteiramente casualizado em dois tratamentos cada. Cada 
tratamento foi composto por oito gaiolas (repetições simultâneas), sendo 
alojadas 15 aves por gaiola, totalizando 120 aves por tratamento.  
No primeiro estudo (E1) os tratamentos utilizados foram: E1T1– sem 
inoculação de Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® na 
cama e E1T2 – sem inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação de 
BAC TRAT A® na cama (Tabela 1).  
No segundo estudo (E2) os tratamentos foram: E2T1 - com inoculação de 
Salmonella Heidelberg e sem inoculação de BAC TRAT A® na cama e E2T2 - 
com inoculação de Salmonella Heidelberg e com inoculação de BAC TRAT A® 
(Tabela 1). 
 
TABELA 1 - DESCRIÇÃO DOS TRATAMENTOS REALIZADOS EM AMBOS OS ESTUDOS         
QUANTO A INOCULAÇÃO DE Salmonella Heidelberg E INOCULAÇÃO DE BAC TRAT 2A® NA 
CAMA. 
Tratamento Inoculação de BAC TRAT A® na cama 
 Inoculação de Salmonella na 
cama 
E1T1 Não  Não 
E1T2 Sim  Não 
E2T1 Não  Sim 
E2T2 Sim  Sim 
E1T1: estudo 1 tratamento 1; E1T2: estudo 1 tratamento 2; E2T1: estudo 2 tratamento 1; E2T2: 




As aves de ambos os estudos foram alojadas em gaiolas de aço 
galvanizado, que foram empilhadas em quatro andares e equipadas com 
comedouros pendulares e bebedouros do tipo infantil até o 14º dia, sendo 
posteriormente substituídos por bebedouros tipo taça, mantendo-se até o 28º dia 
do experimento, data da eutanásia das aves. A ambiência entre os tratamentos 
de cada um dos estudos manteve-se a mesma e o fornecimento de água e ração 






4.2.3 Preparo do inóculo de Salmonella para contaminação da cama 
 
Para o E2, a cama foi artificialmente contaminada, sendo utilizada uma 
cultura de Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) (LAC/SAL/KARL/55), 
originária de cadeia avícola. A cultura pura foi submetida a uma curva de 
crescimento para obtenção do inóculo na concentração aproximada de 1012 
UFC/g de maravalha, que foi determinada através de experimentos piloto.  
 A inoculação de SH foi realizada na cama das aves três dias antes das 
mesmas serem alojadas e um dia antes da aplicação do modulador biológico, 
através de incorporação do inóculo juntamente com o veículo APT 1% (Água 
Peptonada Tamponada) (BD Difco™) na cama de maravalha.  
 
4.2.4 Preparo da cama e inoculação do modulador biológico 
 
As camas de maravalha dos tratamentos de ambos os estudos foram 
esterilizadas cinco dias antes do alojamento, através de fumigação com 
utilização de formaldeído. 
A inoculação do BAC TRAT 2A® foi realizada de forma manual sobre as 
camas das gaiolas (Tabela 1) dois dias antes do alojamento das aves, sendo 
aplicados 2,5g/m² de cama com adição de 27,5g de farelo de trigo para facilitar 
o processo de espalhamento. Após esta etapa foi realizada uma aspersão de 
250 mL de água sobre a superfície da cama para a ativação do produto. 
 
4.2.5 Coleta e processamento das amostras 
 
O resumo dos protocolos de coleta das amostras está descrito na Tabela 
2. Dois dias antes do alojamento das aves foram realizadas a pesquisa e 
quantificação de Salmonella sp. na cama de maravalha para confirmar sua 
ausência (E1) ou para confirmar o nível de inóculo (E2) (uma amostra por 
repetição para cada tratamento). No 28º dia foi realizada a coleta de amostras 
de cama de todas as repetições e, para as aves, foi realizada a pesquisa de 
Salmonella sp. de oito aves por repetição escolhidas aleatoriamente, totalizando 





realizado um pool composto por material cecal de todas as aves de cada 
repetição totalizando 16 pools por estudo. As amostras destinadas para pesquisa 
eram do tipo individual e as amostras destinadas para a quantificação de 
Salmonella sp. eram do tipo pool.  
 
TABELA 2 - DESCRIÇÃO DAS ANÁLISES REALIZADAS DENTRE OS DOIS ESTUDOS NOS    
DOIS TEMPOS DE COLETA, SEUS TRATAMENTOS, TIPO E NÚMERO DE AMOSTRA E 
UNIDADE ANALÍTICA. 





E1T1 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E1T2 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E1T1 8 Quantificação Pool 25g/amostra 
E1T2 8 Quantificação Pool 25g/amostra 
E2T1 8 Quantificação Pool 25g/amostra 





E1T1 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E1T2 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E1T1 8 Quantificação Pool 25g/amostra 
E1T2 8 Quantificação Pool 25g/amostra 
E2T1 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E2T2 8 Pesquisa Individual 25g/amostra 
E2T1 8 Quantificação Pool 25g/amostra 





E1T1 64 Pesquisa Individual Swab cecal 
E1T2 64 Pesquisa Individual Swab cecal 
E1T1 8 Quantificação Pool 18,9g/pool 
E1T2 8 Quantificação Pool 18,9g/pool 
E2T1 64 Pesquisa Individual Swab cecal 
E2T2 64 Pesquisa Individual Swab cecal 
E2T1 8 Quantificação Pool 18,9g/pool 
E2T2 8 Quantificação Pool 18,9g/pool 
E1T1: estudo 1 tratamento 1; E1T2: estudo 1 tratamento 2; E2T1: estudo 2 tratamento 1; 






4.2.6 Pesquisa de Salmonella sp. 
 
 As amostras coletadas de cama e ceco, conforme descrito no item 4.2.5 
foram submetidas à pesquisa de Salmonella sp. conforme metodologia 6579 da 
International Standardization Organization (ISO, 2007). As amostras, suas 
quantidades e unidades analíticas utilizadas para esta análise estão indicadas 
na Tabela 2.  
Na primeira etapa, um pré-enriquecimento foi realizado e para as 
amostras de cama, 25g de maravalha foram pesadas em saco Whirl-Pak estéril 
(Nasco) com adição de 225 mL de APT 1%. Já para as amostras de ceco, foi 
obtido um swab com conteúdo cecal que foi acondicionado a tubos tipo Falcon 
contendo 10 mL de APT 1%. As amostras foram submetidas à incubação a 37ºC 
por 18-21 h. Em seguida, alíquotas de 1 mL e 0,1 mL das amostras pré-
enriquecidas foram transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo Muller-
Kauffmann Tetrationato suplementado com novobiocina (Merck KGaA) e caldo 
Rappaport–Vassiliadis Soya Peptone (Oxoid, CM 0866) e incubadas a 37ºC e 
42,5ºC/24h, respectivamente. Após a incubação, as amostras foram 
semeadas em placas contendo os meios seletivos Xilose lisina desoxicolato Ágar 
- XLD (BD Difco™) e Ágar Bismuto Sulfito – BS (BD Difco™), seguidas de 
incubação a 36ºC ± 0,5ºC por 24 h. 
Para a confirmação bioquímica, colônias típicas obtidas nos meios XLD e 
BS foram inoculadas nos ágares Tríplice Açúcar Ferro (TSI) (Oxoid, CM 0277) e 
Lisina Ferro (LIA) (BD Difco™), ambos incubados a 36±1ºC por 24±3h. Colônias 
com reações características para o gênero Salmonella sp. nestes testes, foram 
inoculadas nos caldos Ureia (BD Difco™), Malonato (BD Difco™), Vermelho de 
Metila (VM) (BD DifcoTM) e Voges-Proskauer (VP) (BD Difco™)  e nos ágares 
Citrato de Simmons (BD Difco™) Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) (BD Difco™) 
para confirmação final do gênero. Todos os tubos foram incubados a 36±1ºC por 
24±3h e em seguida a leitura foi realizada. Os resultados foram expressos em 
“Presença” ou “Ausência” de Salmonella sp. em 25g de cama ou “por ceco”. 
 






 A quantificação de Salmonella sp. presente em cada amostra foi realizada 
por meio do método do Número Mais Provável miniaturizado (mNMP), (ISO/TS 
6579-2:2002) com modificações. A modificação foi a implementação de uma 
série de diluição anterior à primeira recomendada. As amostras, suas 
quantidades e unidades analíticas utilizadas para esta análise estão indicadas 
na Tabela 2.  
 Para a análise das camas, alíquotas de 25g de cada repetição foram 
coletadas e seguidas de adição de 225 mL de APT 1%. Com relação aos cecos, 
fez-se a soma do peso de todos os cecos e, a partir deste valor, seguiu-se uma 
diluição 1:10 com APT 1%, cujo volume foi variável de acordo com o conteúdo 
cecal obtido em cada um dos 32 pools (Tabela 2). Após homogeneização inicial, 
três alíquotas de 10 mL foram transferidas para uma série de três tubos. 
Adicionalmente, 2,5 mL de cada diluição inicial foram transferidos para os três 
primeiros poços de uma placa de cultura de 24 poços. Em seguida, 500μL de 
cada um dos primeiros poços foram transferidos para poços subsequentes, os 
quais continham 2mL de APT 1%. O procedimento foi repetido em mais cinco 
diluições até a obtenção final de sete diluições (Figura 1). 
Os tubos e as placas de 24 poços foram incubadas a 37 ± 1ºC por 18 ± 
2h. Após incubação, 20μl de cada tubo e de cada poço foram transferidos para 
placas contendo MSRV (Rappaport-Vassiliadis Semissólido) (BD DifcoTM) e 
essas foram incubadas a 41,5 ± 1ºC por 24 ± 3h. Cada poço que apresentou 
mudança de cor de azul para branco na placa de MSRV foi considerado positivo 
para Salmonella sp. e foi estriado em ágar XLD. Placas com poços negativos 
após às 24 horas foram novamente incubadas por mais 24 horas adicionais. As 
colônias suspeitas no ágar MSRV foram semeadas em ágar XLD que foram 
incubadas a 37 ± 1ºC por 24 ± 3h. Colônias típicas de Salmonella sp. foram 
selecionadas e submetidas a confirmação bioquímica, como descrito no item 
4.2.6. 
De acordo com o resultado positivo de cada tubo/poço foi calculado o 










4.2.8 Análise estatística 
 
Para avaliar as influências do uso de BAC TRAT 2A®, inoculação de 
Salmonella e suas interações sobre o NMP de Salmonella na cama e no ceco, 
foi realizada Análise de Variância (ANOVA) e, quando encontrada diferença a 
nível de p< 0,05, foi realizado o teste T de Tukey. Para avaliar as influências do 
uso de BAC TRAT 2A®, inoculação de Salmonella e suas interações sobre a 
presença de Salmonella nas camas, foi realizado o teste do Chi-quadrado com 
correção de Bonferroni. Já para a comparação da frequência de presença de 
Salmonella nos cecos das aves entre os tratamentos do primeiro estudo e entre 
os tratamentos do segundo estudo, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, sendo 
FIGURA 1 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCEDIMENTO INICIAL AO QUAL AS 
AMOSTRAS DE CAMA E CECO FORAM SUBMETIDAS PARA A QUANTIFICAÇÃO DE 
Salmonella sp. DE ACORDO COM A METODOLOGIA DO NÚMERO MAIS PROVÁVEL 





considerado significativo quando o valor de p<0,05. As análises foram realizadas 
com auxílio do programa SPSS versão 23 (IBM, 2015). 
 
4.2.9 Aspectos éticos 
 
O protocolo experimental utilizado nesta pesquisa foi aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR - Universidade 
Federal do Paraná (CEUA/Palotina) sob o protocolo nº 33/2018. 
 
4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
As médias das contagens (Log NMP/g) de Salmonella sp. na cama e no 
ceco obtidas dos quatro tratamentos estão descritas na Tabela 3.  Observou-se 
uma redução significativa nas contagens de Salmonella na cama, tanto no 
estudo 1 (P<0,01) quanto no estudo 2 (P<0,05), nos tratamentos em que houve 
aplicação do modulador biológico em comparação aos tratamentos sem o 
modulador. Com relação a contagem do patógeno nos cecos, não foi observada 
diferença estatística significativa em nenhum dos dois estudos. 
Ainda, o estudo 1 chamou atenção pela contagem elevada de Salmonella 
sp. tanto em cama quanto em ceco, pois foram os tratamentos em que não houve 
a inoculação de Salmonella na cama, ou seja, foi uma contaminação natural, o 
que permitiu simular uma situação real de campo com o uso do BAC TRAT 2A®.  
O método utilizado para a quantificação do patógeno (Número Mais 
Provável - NMP) produz resultados estimados da população bacteriana com 
base em probabilidade estatística, assumindo-se que o número verdadeiro de 
organismos presentes em uma amostra está entre os limites que se supõe ser 
95%. Desta forma, a tabulação de NMP representa uma faixa estimada e não os 










TABELA 3 – MÉDIA E SIGNIFICÂNCIA DA QUANTIFICAÇÃO DE Salmonella POR LOG NMP/G 
NAS CAMAS E CECOS DE TODOS OS TRATAMENTOS. 
  CAMA CECO 
Tratamento Média (Log NMP/g)  Significância Média (Log NMP/g)  Significância 
E1T1 2,88  
0,003** 
0,94 
0,198ns       




0,379ns       
E2T2 3,47 0,26 
E1T1: estudo 1 tratamento 1; E1T2: estudo 1 tratamento 2; E2T1: estudo 2 tratamento 1; 
E2T2: estudo 2 tratamento 2. 
* - significativo a 5%; ** - significativo a 1%; ns - não significativo 
 
Na Tabela 4, observa-se diferença estatística significativa (p<0,05) 
somente entre os cecos dos tratamentos do E1, em que houve a simulação de 
uma situação real, sem a inoculação de Salmonella na cama, porém, com 
aplicação de BAC TRAT 2A®, o que demonstra a eficácia da inoculação do 
produto na cama.  
A ação antibacteriana dos moduladores biológicos pode ser atribuída à 
exclusão por competição ou também pela produção de enzimas extracelulares 
produzidas pelo complexo bacteriano, destacando-se a alfa-amilase, celulase, 
metaloproteases, proteases, hemicelulase, fitase, dentre outras (AHMED et al., 
2014; LEE et al., 2010, PAN e YU, 2014; SUPRYIATI et al., 2015).  
 
TABELA 4 - ANÁLISE QUALITATIVA DE Salmonella EM CAMA E CECO PARA TODOS OS 
TRATAMENTOS. 













0,005**       




0,583ns       
E2T2 8/8 46/64 
E1T1: estudo 1 tratamento 1; E1T2: estudo 1 tratamento 2; E2T1: estudo 2 tratamento 1; E2T2: 
estudo 2 tratamento 2. 
ns - não significativo; ** - significativo a 1% 
 
Corroborando o presente trabalho, Roll et al. (2008) relataram que a 
ingestão de micro-organismos utilizados como moduladores biológicos 





colonização por patógenos, favorecem a colonização de bactérias benéficas no 
ambiente do aviário e melhoram o desempenho dos animais, a exemplo do que 
fazem os probióticos. Estes mesmos autores demonstraram um decréscimo nas 
contagens de enterobactérias e melhoria da qualidade da cama sob o aspecto 
microbiológico com o uso de BAC TRAT 2A®. Além disso, o uso deste tipo de 
produto na cama de aviário foi avaliado por Cruz et al. (2013), que verificaram a 
ausência de impactos do complexo bacteriano utilizado na cama, bem como no 
desempenho das aves. Um aspecto adicional é a otimização da atividade 
microbiana do meio, assim como a melhora dos índices de degradação orgânica 
dos resíduos, quando realizada a compostagem juntamente com os compostos 
bacilares aplicados na cama. (SUPRYIATI et al., 2015). Visto que são poucos os 
dados disponíveis na literatura relatando a utilização de micro-organismos 
benéficos em cama que tenham ação probiótica, os resultados encontrados no 
presente estudo podem estar relacionados principalmente às atividades do 
complexo bacilar testado, como a liberação de substâncias antibacterianas e 
competição por substratos do meio com ações favoráveis à adaptação e 
manutenção no meio, citando-se a cooperação, a competição e a liberação de 
substâncias para a inibição de diferentes micro-organismos nas camas de aviário 
(LOPES, 2017; MENCONI et al., 2011, NADELL et al., 2016).  
Bacillus licheniformis, uma das espécies que compõe o modulador 
biológico utilizado neste estudo, está diretamente ligada à produção de 
bacteriocinas, que são moléculas de potente efeito antimicrobiano contra alguns 
tipos de micro-organismos que competem por substratos nas camas de aviário 
(ABRIOUEL et al., 2011; AHMED et al., 2014). B. subtilis está relacionada com 
a produção de enzimas proteases responsáveis pela redução na contagem de 
enterobactérias após 24 horas de contato, mostrando sua ação benéfica em 
camas de aviário (BRITO e TAGLIARI, 2007).  
No estudo de Knap et al. (2011), a utilização de B. subtilis em aves 
infectadas com Salmonella Heidelberg mostrou que o uso deste microrganismo 
probiótico reduziu significativamente a carga de SH tanto no trato gastrointestinal 
das aves quanto no ambiente. Ainda, em experimento realizado no Paraná com 
utilização de probiótico à base de B. subtilis por via oral e desafiados com S. 
Heidelberg, Hayashi et al. (2018) obtiveram reduções significativas nas 





competitiva foi o principal mecanismo para a efetividade das reduções 
encontradas já que B. subtilis ocupa locais de adesão nas membranas dos 
enterócitos, células caliciformes e enteroendócrinas que são geralmente usadas 
por Salmonella, impedindo assim a adesão do patógeno e seu estabelecimento 
no intestino (SALMINEN et al., 1996). 
No presente trabalho, não foram avaliados parâmetros de performance 
dos animais, como consumo e ganho de peso, porém, em alguns experimentos 
em que foi realizada inoculação via oral de um inóculo consideravelmente 
elevado (107 UFC/ave) de S. Heidelberg nas aves, não foram observadas perdas 
de performance (BERGER e PARKER, 1970; HAYASHI et al., 2018). Contudo, 
o que foi observado nesses e em outros estudos foi um aumento da performance 
dos animais que ingeriram esporos de B. subtilis (HARRINGTON et al., 2015; 




Diante do exposto, é possível concluir que o modulador biológico teve 
resultados positivos em ambos os estudos. Houve redução nas contagens de 
Salmonella nas amostras de cama, foco principal do produto, em E1 e E2 e 
também redução do número de amostras positivas para o patógeno, apenas no 
primeiro estudo, principalmente nas amostras de ceco das aves, demonstrando 
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Resumo: Métodos biológicos como a utilização de micro-organismos competitivos e 
benéficos que impedem a sobrevivência microbiana vêm ganhando destaque na avicultura, com 
intuito de se reduzir a contaminação por patógenos de importância no setor, como Salmonella sp. 
Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito do modulador biológico BAC TRAT 2A® sob a 
redução de contagem de Salmonella sp. na cama de maravalha e no trato gastrintestinal de frangos 
de corte sob condições reais de alojamento sujeito à infecção natural pelo patógeno, e avaliar o 
perfil genotípico e fenotípico dos isolados obtidos. O experimento foi realizado entre março de 
2018 e agosto de 2019, no estado do Paraná. O estudo foi composto por dois barracões, sendo que 
a cama utilizada no barracão 1 foi o controle negativo (C) e a cama do barracão 2 foi o tratamento 
(T), sendo tratada com o modulador biológico BAC TRAT 2A®. O desempenho do modulador 
biológico BAC TRAT 2A® foi positivo para a diminuição do desafio sanitário envolvendo a 
presença de Salmonella sp. durante a criação de aves. Tanto no ambiente quanto no ceco das aves 
houve uma diminuição da carga do patógeno, principalmente nos estágios finais do ciclo de 
criação, possivelmente provocada pela exclusão competitiva na cama do aviário e modulação 
biológica da microbiota das aves em contato com o produto. 
Palavras-chave: modulador biológico; avicultura; desafio sanitário; salmonelose. 
 
5.1 Introdução 
O Brasil destaca-se no cenário da avicultura mundial por ser o maior produtor e o segundo 
maior exportador de carne de frango do mundo, responsável por 14% da produção mundial no 
ano de 2018 [1]. Para que o país ocupe esta posição, faz-se necessária a manutenção do status 
sanitário do plantel nacional e o controle de patógenos como Salmonella, principal causa de 
diarreia bacteriana em humanos, com uma estimativa mundial de 153 milhões de casos e 57 mil 





 Na produção de frangos de corte são várias as fontes de contaminação das aves por 
Salmonella no campo e uma delas é a cama, geralmente composta por maravalha, sendo que há 
também a presença de penas, restos de ração e água, além de acúmulo de excretas e secreções das 
aves. Assim, uma microbiota diversificada proveniente do trato digestório dos animais se 
estabelece neste ambiente, cujo potencial patogênico pode variar de acordo com a sanidade das 
aves e as práticas de manejo ambiental [3]. 
 Como prática frequente na avicultura, a cama é reutilizada com o propósito sustentável 
e redução de custos [4,5], o que pode dificultar a desinfecção do ambiente, afetando a qualidade 
microbiológica do sistema de produção, provocando na cama alterações em sua atividade de 
água, pH, temperatura, umidade e presença de amônia [6]. Essas condições contribuem para a 
prevalência e disseminação de micro-organismos  no ambiente, como Salmonella sp., com 
possibilidade das aves de lotes subsequentes se contaminarem e aumentar o risco de 
disseminação ao longo do abate, comprometendo a inocuidade do produto final, além de possível 
contaminação da água e do solo [7,8].  
Com o intuito de se reduzir esta contaminação, métodos biológicos como a utilização de 
micro-organismos competitivos e benéficos que impedem a sobrevivência microbiana vêm 
ganhando destaque na avicultura [9,10]. Considerando que a microbiota da ave é formada a partir 
do contato com micro-organismos presentes no ambiente, a presença de uma cepa bacteriana com 
efeito benéfico em um ambiente como a cama poderia direcionar a formação da microbiota 
endógena [11], além de inviabilizar o desenvolvimento e a sobrevivência de bactérias patogênicas 
no ambiente [12].  
Um exemplo da utilização biotecnológica de micro-organismos são os moduladores 
biológicos, utilizados com a finalidade de reduzir ou até mesmo eliminar a contaminação 
microbiológica do ambiente [13]. O modulador geralmente é composto por micro-organismos 
que também são utilizados como probióticos, fungos filamentosos, leveduras e principalmente 
bactérias [14]. A ação antibacteriana dos moduladores biológicos pode ser atribuída à exclusão 
por competição, em que duas espécies com nichos ecológicos parecidos não podem coexistir, 
devido a pressão evolutiva exercida pela competição [15], ou também pela produção de enzimas 
extracelulares produzidas pelo complexo bacteriano, destacando-se a alfa-amilase, celulase, 
metaloproteases, proteases, hemicelulase, fitase, dentre outras [16,17]. 
BAC TRAT 2A® é um modulador biológico ambiental à base de esporos de micro-
organismos selecionados de ecossistemas naturais, juntamente com estabilizantes e veículo, 
apresentado na forma de pó granulado. O produto é formado com base em uma composição geral 
concentrada e balanceada que engloba os seguintes micro-organismos: Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus e Lactococcus lactis. Esta composição é feita 
através da contagem total de esporos, que deve ser maior que 2,5 x 108 UFC/g de produto. Além 
dos micro-organismos, há o acréscimo de cloreto de sódio (5%), bicarbonato de sódio (10%) e 
farelo de trigo (77,5%), sendo que este último funciona como veículo do produto. Os esporos 
presentes na composição não são patogênicos, e, quando hidratados, voltam a fase vegetativa 
produzindo enzimas capazes de quebrar estruturas moleculares grandes e complexas dos 
compostos orgânicos em unidades menores e mais simples para que possam ser consumidas e 
transformadas pelos micro-organismos em compostos mais estáveis. Não é tóxico ou corrosivo, 
sendo absolutamente seguro o seu uso na avicultura.  
Os micro-organismos bacilares constituintes do modulador biológico testado produzem 
bacteriocinas, como a barnase, subtilina e mersacidina, as quais demonstram capacidade de inibir 
o crescimento de certos patógenos que competem por substratos nas camas de aviário, como 
Salmonella sp. [16,18,19]. Devido à ação antibacteriana destes produtos, acredita-se que o uso de 
moduladores possa ser uma ferramenta útil na estratégia de redução do uso dos antimicrobianos 
na avicultura. Tendo em vista a crescente preocupação com o uso extensivo e indiscriminado de 
antimicrobianos e a emergência de micro-organismos resistentes aos mesmos, é fundamental a 





deste estudo foram avaliar o efeito do modulador biológico BAC TRAT 2A® sob a redução de 
contagem de Salmonella sp. na cama de maravalha e no trato gastrintestinal de frangos de corte 
sob condições reais de alojamento sujeito à infecção natural pelo patógeno, e avaliar o perfil 
genotípico e fenotípico dos isolados obtidos. 
5.2. Materiais e Métodos 
O protocolo experimental utilizado nesta pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR - Universidade Federal do Paraná (CEUA/Palotina) 
sob o protocolo nº 33/2018. 
5.2.1. Local e período experimental 
O experimento foi realizado entre março de 2018 e agosto de 2019, sendo conduzido em uma 
propriedade avícola situada no estado do Paraná, constituída por quatro barracões do tipo modal 
para criação de frangos de corte. As avaliações microbiológicas foram realizadas no Laboratório 
de Inspeção e Controle de Qualidade de Alimentos e Água – LACOMA/UFPR e a análise de PFGE 
foi realizada na UFV – Universidade Federal de Viçosa. 
5.2.2. Delineamento experimental 
O estudo foi composto por dois barracões que, após passarem por vazio sanitário de 21 dias, 
receberam cama nova, ou seja, de primeiro uso, que foi distribuída uma semana antes do 
alojamento das aves. A cama utilizada no barracão 1 não recebeu tratamento algum e foi 
considerada o Controle Negativo (C) e a cama do barracão 2 foi tratada com o modulador 
biológico BAC TRAT 2A® sendo considerada o tratamento (T) (Tabela 1). 






C 1 Não Cama sem inoculação de BAC TRAT 2A®  
T 2 Sim Cama com inoculação de BAC TRAT 2A®  
C: controle; T: tratamento 
  
 
O estudo teve duração de 55 dias, que foi o tempo em que as aves ficaram alojadas nos 
barracões. Cada barracão foi registrado como um lote distinto e os dois receberam a mesma 
lotação de acordo com o porte. O experimento se deu em condições especiais de alimentação das 
aves, com utilização de uma ração sem utilização de promotores de crescimento. 
5.2.3. Inoculação do modulador biológico 
A inoculação do produto foi realizada após a distribuição da maravalha, dois dias antes do 
alojamento das aves, em toda a área dos barracões que receberam o tratamento, com auxílio de 
maquinário específico, sendo aplicados 2,5g do modulador biológico por metro quadrado de 
cama. Na área do pinteiro, a aplicação foi na quantidade de 5g do produto por metro quadrado 
de cama. Após esta etapa, a cama foi umedecida com água livre de desinfetantes para a ativação 
do produto, através do sistema de nebulização dos aviários e por bomba pulverizadora costal. 





Foram coletadas amostras de cama de maravalha (n = 84), swab de arrasto (n = 20 ), swab 
cecal (n = 80 ), ração (n = 8 ), água (n = 8), swab de caixa de transporte (n = 20), além de pool de 
ceco (n = 2) e pool de cama (n = 2), totalizando 224 amostras. Estas amostras foram coletadas em 
seis tempos: D0 (antes do alojamento das aves), D7 (sete dias após o alojamento), D21 (21 dias 
após o alojamento), D35 (35 dias após o alojamento), D47 (47 dias após o alojamento) e DC 
(chegada das aves ao abatedouro). A descrição das amostras e o método de análise microbiológica 
estão detalhados na Tabela 2. 
Foram realizadas análises de pesquisa e quantificação de Salmonella sp. Para as amostras de 
cama, swab cecal, swab de arrasto, swab de caixa de transporte, ração e água foram realizadas 
apenas análises de pesquisa de Salmonella sp. Já para as amostras em pool, tanto de cama quanto 
de ceco, foram realizadas somente análises de quantificação de Salmonella sp. (Tabela 2). 
Para as amostras de cama, pool de cama e ração, foram coletadas 25 gramas do material 
correspondente; para as amostras de água, 25 mL de material; para as amostras de pool de ceco, 
o conteúdo presente nos cecos foi extraído, pesado e adicionado de APT na proporção de 1:10; 
para as amostras de swab cecal, um swab estéril com conteúdo cecal foi utilizado; para as 
amostras de caixa de transporte, utilizou-se uma esponja e um molde de 10 x 10 cm e para as 
amostras de swab de arrasto foram utilizados propés estéreis. 
Tabela 2. Descrição dos tempos de coleta e amostras coletadas em cada tempo.  










D0 D7 D21 D35 D47 DC 
             
Cama 84  X 25g  225mL X X X X X  
            
Pool de 
cama 
2 X  25g      X  
            
Swab 
cecal 
80  X Swab  10mL  X X X X  
            
Pool de 
ceco 
2 X  * *     X  
            
Ração 8  X 25g 225mL  X X X X  
            
Água 8  X 25mL 225mL  X X X X  
            
Swab de 
caixa  
20  X  100 cm2 180mL      X 
             
Swab de 
arrasto  
20   X Propé 180mL   X X X X   
D0: Antes do alojamento das aves; D7: sete dias após o alojamento; D21: 21 dias após o alojamento; D35: 35 
dias após o alojamento; D47: 47 dias após o alojamento; DC: chegada das aves ao abatedouro. * O volume 
do conteúdo cecal era variável e a adição de APT era realizada na proporção 1:10. 
5.2.5. Pesquisa de Salmonella sp. 
As amostras coletadas foram submetidas à pesquisa de Salmonella sp. conforme metodologia 
6579-1 da International Standardization Organization [20]. As amostras utilizadas para esta 
análise estão indicadas na Tabela 2.  
Um pré-enriquecimento foi realizado utilizando-se volumes variados de água peptonada 





Tabela 2. Para as amostras de cama, ração e água, 25g ou mL foram acondicionados a sacos Whirl-
Pak estéreis (Nasco) e complementados com 225 mL de APT. Aos swabs de arrasto (propé 
hidratado com 20 mL de APT) e swabs de caixa de transporte (esponja hidratada com 20 ml de 
APT) foram complementados com 180 mL de APT para cada amostra. Para as amostras de ceco, 
um swab com conteúdo cecal foi obtido com a utilização de zaragatoa e acondicionado em tubos 
tipo Falcon contendo 10 mL de APT. Todas as amostras foram submetidas à incubação a 37ºC por 
18-21 h. Em seguida, alíquotas de 1 mL e 0,1 mL das amostras pré-enriquecidas foram transferidas 
para tubos contendo 10 mL de caldo Muller-Kauffmann Tetrationato suplementado com 
novobiocina (Merck) e caldo Rappaport–Vassiliadis Soya Peptone (Oxoid,) e incubadas a 37ºC e 
42,5ºC/24h, respectivamente. Após a incubação, as amostras foram semeadas em Xilose lisina 
desoxicolato Ágar - XLD (BD Difco™) e Ágar Bismuto Sulfito – BS (BD Difco™), seguidas de 
incubação a 37ºC ± 0,5ºC por 24 h.  
Para a confirmação bioquímica, colônias típicas foram inoculadas nos ágares Tríplice Açúcar 
Ferro (TSI) (Oxoid) e Lisina Ferro (LIA) (BD Difco™), ambos incubados a 37±1ºC por 24±3h. 
Isolados com reações características para o gênero Salmonella sp. nestes testes, foram inoculadas 
nos caldos Ureia (BD Difco™), Malonato (BD Difco™), Vermelho de Metila e Voges-Proskauer 
(MRVP) (BD Difco™) e nos ágares Citrato de Simmons (BD Difco™) e Sulfeto-Indol-Motilidade 
(SIM) (BD Difco™). Todos os tubos foram incubados a 37±1ºC por 24±3h e em seguida a leitura 
foi realizada.  
Isolados com características bioquímicas compatíveis com o gênero Salmonella sp. foram 
purificados em ágar Verde Brilhante (BG) (BD Difco™) e depois submetidos ao teste de 
aglutinação em placa com antissoro polivalente OMA (Bio-Rad Laboratories, Inc., França). Os 
resultados foram expressos em “Presença” ou “Ausência” de Salmonella sp. em 25g ou mL por 
tipo de amostra, por propé avaliado ou a cada 100cm² no caso das caixas de transporte. 
5.2.6. Quantificação de Salmonella sp. 
A quantificação de Salmonella sp. presente em cada amostra foi realizada pela técnica do 
Número Mais Provável (NMP) de acordo com a International Standardization Organization [21], 
com adaptações. 
 Para a análise das camas, foram coletadas amostras de maravalha e foram realizadas três 
diluições. A primeira consistiu em três pesagens de 10g seguidas de adição com 90 mL de APT. 
Na segunda diluição, foram realizadas três pesagens de 1g que foram diluídas em 9 mL de APT. 
Na terceira diluição, foram feitas três pesagens de 1g, seguidas da adição de 9 mL de solução 
salina 0,85% (SS) com semeadura de 1 mL para três tubos contendo 9 mL de APT. Cada um dos 
9 tubos foi considerado uma análise individual e o isolamento e identificação seguiu conforme 
descrito no item 2.5. 
Para os cecos, após a extração do conteúdo cecal, o conteúdo foi pesado e três alíquotas foram 
adicionadas a tubos contendo APT, seguindo a proporção 1:10, de acordo com a quantidade em 
gramas obtida. Após esta primeira diluição, uma segunda diluição foi realizada, transferindo-se 
1 mL de cada um dos três tubos para outros três contendo 9 mL de APT. Uma terceira diluição 
foi realizada, transferindo-se novamente 1 mL da segunda diluição para três tubos contendo 1 
mL de APT. Da mesma forma que para as amostras de cama, cada um dos 9 tubos foi considerado 
uma análise individual e o isolamento e identificação seguiu conforme item 2.5. 
Pela combinação do número de tubos positivos em cada uma das diluições e os valores 
encontrados foram convertidos em número de Salmonella/grama de amostra, com auxílio do MPN 
Calculation Program (2017), versão 5. A sensibilidade do método, nas condições realizadas foi de 
<0,3 NMP/g. 
5.2.7. Sorotipificação 
Para esta análise, um isolado de cada categoria de amostra foi selecionado (swab cecal, pool 





sp. foi realizada com base nos antígenos somáticos (O) e flagelares (H) de acordo com o sistema 
Kauffmann-White, realizada pelo Laboratório de Enterobactérias (Labent) do Instituto Oswaldo 
Cruz, Rio de Janeiro. 
5.2.8. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos 
Os isolados utilizados nesta análise foram selecionados com base no sorovar identificado 
após o resultado da sorotipificação e também de acordo com o grupo (C ou T) dentro de cada 
categoria de amostra (cama, pool de cama, swab cecal, pool de ceco e swab de arrasto). O teste foi 
realizado de acordo com o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) para disco-difusão em 
ágar [22]. Como controle do teste foi utilizada uma cepa pan suscetível de Escherichia coli ATCC® 
25922.  
Os isolados foram testados frente a seis classes de antimicrobianos: (1) Beta-lactâmicos: 
Ampicilina – AMP (10μg), Cefepime – CPM (30 μg), Ceftriaxone – CRO (30 μg), Meropenem – 
MER (10 μg), Imipenem – IPM (10 μg), Aztreonam – ATM (30 μg) e Amoxicilina com Ácido 
Clavulânico – AMC (20/10 μg); (2) Aminoglicosídeos: Gentamicina – GEN (10 μg), Amicacina – 
AMI (30 μg) e Tobramicina –TOB (10 μg); (3) Tetraciclinas: Tetraciclina – TET (30 μg) e Doxiciclina 
– DOX (30 μg); (4) Quinolonas: Ácido Nalidíxico – NAL (30 μg) e Ciprofloxacina – CIP (5 μg); (5) 
Inibidores do Folato: Sulfametoxazol com Trimetoprim – SUT (23,75/1,25 μg); (6) Cloranfenicol: 
CLO (30 μg). 
5.2.9. Detecção de Salmonella produtora de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) 
Após uma triagem para detecção fenotípica de ESBL, realizada através do método de disco-
difusão, o teste confirmatório para ESBL foi utilizado para as culturas que apresentaram halos de 
inibição de Ceftadizima e Cefotaxima menores do que 22 e 21 mm, respectivamente [23].  
O teste fenotípico confirmatório foi realizado por meio do método de disco-difusão dupla. 
Para isso, foi aplicado um disco central contendo a combinação de Amoxicilina com Ácido 
Clavulânico - AMC (20/10 μg) (Cecon®). Em um raio de 20mm a partir do disco central foram 
aplicados três discos, dois de cefalosporinas de terceira geração (Ceftazidima – CAZ – 30 μg e 
Cefotaxima – CTX – 30 μg) e uma cefalosporina de quarta geração (Cefepima – CPM – 30 μg). O 
controle do teste foi realizado com uma cepa de Escherichia coli ATCC® 25922. Foram 
considerados positivos para produção de enzimas ESBL os isolados de Salmonella sp. que 
apresentaram zonas de inibição em torno de qualquer cefalosporina aumentadas na direção do 
disco com Amoxicilina e Ácido Clavulânico [23]. 
5.2.10. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 
A PFGE foi realizada em isolados escolhidos de acordo com os sorovares mais frequentes 
encontrados na sorotipificação. A realização da PFGE seguiu o protocolo PulseNet (Centro de 
Controle e Prevenção de Doenças, Atlanta, GA, USA) descrito por Ribot et al. [24] com algumas 
modificações. 
Os isolados de Salmonella sp. foram inoculados em caldo BHI e incubados a 37ºC por 18 
horas. Após esse período, ajustou-se a densidade óptica de cada caldo para aproximadamente 1 
(λ=610nm) e uma alíquota de 400μl da suspensão ajustada foi transferida para microtubo e 
centrifugada a 12.000 × g por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet 
celular foi tratado com proteinase K (20 mg/ml da concentração final; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) para depois ser misturado com 400 μl de agarose a baixo ponto de fusão (1%; Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) e formar os plugs. Após a solidificação, os plugs foram transferidos para 
tubos de 5 mL contendo tampão para lise celular (50 mM Tris: 50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% 
Sarcosyl) e 25 μL de proteinase K e incubados a 55ºC por uma hora e meia. Os plugs foram 





Para a digestão enzimática, cerca de 1/3 do plug original foi seccionado e depositado em 
microtubos de 1,5 ml contendo 173 μl de buffer e 50 U da enzima XbaI (Promega Corp., Madison, 
WI, USA), seguido de incubação a 37ºC por 2 horas. 
O equipamento CHEFDR III (Bio-Rad) foi utilizado para a corrida dos géis, nos seguintes 
parâmetros: tempo de transição inicial de 2,2s, tempo de transição final de 63,8s, voltagem de 6 
V/cm, ângulo de 120º e tempo de corrida de 18 horas. O tampão de corrida utilizado foi o TBE 
0,5X e a temperatura durante a corrida do gel foi mantida em 14ºC. Como marcador de peso 
molecular foi utilizada a cepa de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Braenderup (ATCC® 
BAA664). 
Após a eletroforese, os géis foram corados em banho de imersão por 30 minutos com GelRed 
(Biotium), submetidos a lavagens com água destilada e os padrões de banda foram detectados 
utilizando-se um transiluminador sob luz ultravioleta.  
Os resultados foram documentados utilizando um transiluminador sob luz ultravioleta e os 
padrões de restrição obtidos por PFGE foram analisados usando o software BioNumerics versão 
6.6 (Applied-Maths, Ghent, Belgium). Para gerar o dendrograma, o padrão de bandas foi 
comparado usando o coeficiente de similaridade de Dice a 1,5%, tolerância de 5%, e análise de 
clusters UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). 
Para interpretação dos resultados, perfis com similaridade igual ou acima de 95% foram 
alocados em um mesmo cluster e aqueles com similaridade de 100% foram considerados perfis 
clonais. 
5.2.11. Análise estatística 
Para avaliar as influências do uso de BAC TRAT 2A®, dias de coleta e suas interações sobre 
a presença de Salmonella nas amostras, foi realizado o teste do Chi-quadrado com correção de 
Bonferroni e quando encontrada diferença a nível de p< 0,05, foi realizado o teste T de Tukey. As 
análises foram realizadas com auxílio do programa SPSS versão 23 [25]. 
5.3. Resultados e Discussão 
5.3.1. Eficácia do modulador 
O primeiro tempo de coleta (D0) teve por finalidade avaliar as condições microbiológicas da 
cama de ambos os grupos antes do alojamento das aves, porém já com o produto aplicado no 
grupo tratamento. Tanto o controle quanto o tratamento apresentaram resultados negativos para 
Salmonella sp. Do mesmo modo, as análises de pesquisa de Salmonella sp. realizadas aos 7 dias de 
alojamento das aves (D7) e na chegada ao abatedouro (DC) foram todas negativas. 
 Nos demais tempos (D21, D35 e D47), conforme Tabela 3, foi possível detectar a presença 
de Salmonella sp. em maior percentual nas amostras do controle (33,6%) em relação ao tratamento 
(23,6%), (Tabela 3). Destaque especial para as amostras de swab cecal, em que as aves oriundas 
do controle apresentaram 12 amostras positivas (30%) enquanto o tratamento teve apenas uma 
amostra positiva para Salmonella sp. (2,5%). Ficou perceptível que o produto aplicado na cama 
exerceu influência na modulação de Salmonella no trato gastrointestinal (TGI) das aves. Roll et al. 
[10] afirmam que se espera uma proteção contra a colonização por patógenos caso as aves ingiram 
estes micro-organismos presentes na cama, bem como melhora no desempenho dos animais, 
como ocorre na ingestão dos probióticos comumente adicionados à alimentação. 
Os micro-organismos, quando vivem em comunidade, desenvolvem diversas ações para sua 
adaptação e manutenção no meio, dentre elas a cooperação, competição e liberação de 
substâncias, podendo inibir outros micro-organismos nas camas de aviário [26]. Poucos são os 
dados disponíveis na literatura que justifiquem os bons resultados obtidos com a utilização do 
modulador biológico na cama, porém, acredita-se que a influência do complexo bacilar testado 






Com relação às amostras de água e ração, todas se mostraram livres de Salmonella, o que 
garante sua exclusão como fonte de contaminação para as aves. As amostras de swab de caixa de 
transporte também foram todas negativas para o patógeno (Tabela 3). 
Tabela 3. Número de resultados positivos e negativos dentre o total de amostras 
coletadas para a análise de pesquisa de Salmonella sp. 
AMOSTRA                     (C) (T) 
Swab de Arrasto (n=20) 5/10 5/10 
Cama aviário (n=84) 20/42 20/42 
Swab cecal (n=80) 12/40 1/40 
Swab Cx. Transporte (n=20) 0/10 0/10 
Ração (n=8) 0/4 0/4 
Água (n=8) 0/4 0/4 
TOTAL (N=220)   37/110 (33,6%) 26/110 (23,6%) 
                      C: controle; T: tratamento. 
Segundo Cressman et al. [29], a cama tem grande influência no estabelecimento da 
microbiota intestinal, pois, em estudo comparando camas novas com camas reutilizadas, as 
camas novas continham mais bactérias ambientais e as aves criadas nestas camas abrigaram estas 
bactérias. Por outro lado, camas reutilizadas continham mais bactérias de origem intestinal e as 
aves criadas sob estas camas foram amplamente colonizadas por estes micro-organismos. Sendo 
assim, a administração de micro-organismos na cama que atuem como probióticos e tenham ação 
moduladora na microbiota intestinal nos primeiros dias de vida das aves é de fundamental 
importância. 
 O fator tempo de alojamento também exerceu influência no aumento de ocorrência de 
Salmonella sp. Na avaliação do efeito do dia de coleta sobre a presença de Salmonella sp. tanto no 
controle quanto no tratamento observou-se diferença significativa entre os dias de coleta (P > 
0,05), havendo um aumento na presença do patógeno nos tempos D35 e D47 em relação ao tempo 
D21 (Tabela 4). Este resultado pode estar relacionado com a excreção intermitente do patógeno e 
com o acúmulo de matéria orgânica no meio em que as aves vivem [30]. Os tempos de coleta D0, 
D7 e DC não foram comparados com os outros tempos, pois nestes tempos não se obtiveram 
amostras positivas. 
Ainda na Tabela 4, quando são comparados os resultados entre os grupos controle e 
tratamento, o único tempo que apresentou diferença significativa com a aplicação do modulador 









Tabela 4. Comparação apenas entre as amostras positivas para Salmonella sp. 
provenientes de swab cecal, swab de arrasto e cama, entre os grupos controle e 
tratamento de acordo com o dia de coleta (n=132). 
Tratamento D21 D35 D47 
C 2Aa 21Ab 14Ab 
T 4Aa 11Bb 11Ab 
C: controle; T: tratamento. 
Médias seguidas de letras diferentes (maiúscula na coluna e minúscula na linha) diferem 





Ao analisar separadamente as amostras de swab cecal, cama e swab de arrasto independente 
dos tempos de coleta (D21, D35 e D47), pode-se observar que somente nas amostras de swab cecal 
é que houve diferença estatística significativa entre os grupos C e T (Tabela 5).Tal resultado 
sugere que houve  influência do modulador biológico e, possivelmente através da exclusão 
competitiva, interferência na excreção do patógeno pelas aves. Em experimento realizado no 
Paraná com utilização de probiótico à base de B. subtilis por via oral e aves desafiadas com S. 
Heidelberg, Hayashi et al. [31] obtiveram reduções significativas nas contagens de Salmonella no 
ceco das aves. A exclusão competitiva foi o principal mecanismo para a efetividade das reduções 
encontradas, já que B. subtilis ocupa locais de adesão nas membranas dos enterócitos, células 
caliciformes e enteroendócrinas que são geralmente usadas por Salmonella, impedindo a adesão 
do patógeno e seu estabelecimento no intestino [32]. 
Tabela 5. Efeito da origem da amostra (swab cecal, cama e swab de arrasto) sobre 
a presença de Salmonella nos dias de coleta 21, 35 e 47 (n=132).  
Swab cecal Cama Swab de arrasto 
C T C T C T 
12a 1b 20a 20a 5a 5a 
Médias seguidas de letras diferentes nas linhas, diferem entre si (P>0,05) pelo teste de 
Tukey. A análise foi realizada para cada tipo de amostra individualmente. 
 
Com relação à quantificação, realizada através dos pools de cama e ceco aos 47 dias de vida 
das aves (D47), a contagem de Salmonella sp. foi expressivamente maior no controle em relação 
ao tratamento, chegando a uma relação de contagem pelo menos 120 vezes maior  no pool de ceco 
do grupo controle em relação ao tratamento. Com relação ao pool de cama, esta relação foi um 
pouco menor, mas ainda o grupo controle teve no mínimo 26 vezes mais contagem do patógeno. 
Este dado, especialmente do pool de ceco permite uma análise do grau de contaminação que pode 
ter sido levada para dentro do abatedouro (Tabela 6).   
Tabela 6. Média da quantificação de Salmonella sp. em pool de cama e pool de ceco das 
aves. 
AMOSTRA T C RELAÇÃO 
    NMP/g NMP/g C/T 
Pool de cama  4,3 >110 >26x 
Pool de ceco  0,92 >110 >120x 
               C: controle; T: tratamento. 
5.3.2. Sorotipificação 
Dentre os 344 isolados no total desta pesquisa, 89 foram sorotipificados e estes foram 
provenientes de amostras de cama, swab cecal, pool de cama, swab de arrasto e pool de ceco. 
Estes dados estão apresentados de forma agrupada, onde “Cama” englobou os dados de cama, 
pool de cama e swab de arrasto e “Ceco” agrupou os dados de pool de ceco e swab cecal (Tabela 
7). 
Dentre os isolados enviados para a análise, 16 sorovares diferentes foram identificados, 
sendo os sorovares S. enterica subesp. enterica (O:4,5) e (O:4,5:i:-), que são considerados variantes 
monofásicos de Salmonella Typhimurium os mais prevalentes, com 35 isolados (39,32%), seguidos 
de S. Saint Paul, com 14 isolados (15,73%) e S. Agona e S. Typhimurium, ambos com 10 isolados 
cada (11,23%) (Tabela 7).  
A sorotipificação é realizada com base na variabilidade antigênica de lipopolissacarídeos 
(antígeno O), proteínas flagelares (antígeno H) e, em alguns casos, polissacarídeos capsulares 





codifica a primeira fase flagelar e fljB, que codifica a segunda fase flagelar. A maioria dos 
sorovares de Salmonella enterica subesp. enterica passa pelas duas fases alternadamente. Porém, 
algumas cepas podem não passar pela primeira ou pela segunda fase ou ambas, resultando em 
sorovares monofásicos [33], como Salmonella enterica subesp. enterica (O:4,5) e (O:4,5:i:-). 
Tabela 7. Sorovares de Salmonella identificados na pesquisa de acordo com as amostras 
de onde foram coletados. 
SOROVAR CAMA CECO 
Salmonella O:4,5 (variante monofásica de S.Typhimurium) 25 7 
Salmonella O:4,5:i:- (variante monofásica de S.Typhimurium) 2 1 
Salmonella SaintPaul 12 2 
Salmonella Agona 3 7 
Salmonella Typhimurium 10 0 
Salmonella Heidelberg 4 0 
Salmonella Seftenberg 3 1 
Salmonella enterica subesp. enterica (cepa rugosa) 1 1 
Salmonella Cubana 0 2 
Salmonella Derby 1 0 
Salmonella Minnesota 2 0 
Salmonella enterica subesp. enterica (O:16) 1 0 
Salmonella enterica subesp. enterica (O:3,10:eh:-) 0 1 
Salmonella Anatum 0 1 
Salmonella Cerro 1 0 
Salmonella Havana 1 0 
TOTAL 66 23 
 
O surgimento destes sorovares, conhecidos como “Salmonella-Typhimurium-like”, que são 
monovariantes de S. Typhimurium, se deu na metade dos anos 1990 na Europa [34,35] e durante 
os últimos anos, eles tem sido cada vez mais reportados e o risco para a saúde pública associado 
a estes sorovares têm aumentado. Assim, a detecção e caracterização destes sorovares é de grande 
importância [36]. Em estudo avaliando frangos no oeste do Paraná, Perin et al. [37] também 
detectaram grande frequência de S. Typhimurium, com 43% de todos os isolados sorotipificados. 
Trabalho similar foi realizado por Velasquez et al. [38] em granjas avícolas nos Estados 
Unidos, em que foram avaliadas amostras de swab de arrasto, swab cloacal e amostras de cama. 
Foram identificados seis diferentes sorovares, sendo S. Enteritidis (52%) e S. Berta (38%) os mais 
prevalentes. Fagbamila et al. [39] na Nigéria, detectaram 82 sorovares diferentes de Salmonella sp. 
provenientes de amostras de cama, poeira, fezes, ração e água em cadeia avícola. Destes, os mais 
frequentemente encontrados foram S. Kentucky (16,2%), S. Poona (5,6%) e S. Elisabethville (5%). 
Ainda, no trabalho realizado por Vinueza-Burgos et al. [40] no Equador, em que foram avaliados 
70 isolados provenientes de cadeia avícola, incluindo swab cecal, o sorovar de Salmonella mais 
frequente foi S. Infantis (94%). 
 Em pesquisa realizada entre os anos de 2009 e 2010, Voss-Rech et al. [41] analisaram 1.543 
amostras provenientes de swab ambiental de criação de aves em três estados do Brasil e, destas, 
82 cepas de Salmonella sp. foram isoladas e 15 sorovares foram identificados, sendo os mais 
comuns Minnesota, Infantis, Heidelberg, Senftenberg e Mbandaka. S. Minnesota foi o sorovar 
mais frequente no estado do Mato Grosso do Sul (86,8%), dentre os cinco que foram encontrados. 
No Paraná, 13 sorovares foram identificados, sendo S. Infantis o mais prevalente (34,5%). Já em 
Santa Catarina, dentre os 10 sorovares encontrados, S. Senftenberg foi o mais comum (33,3%). 
Ainda, como no presente estudo, foram encontradas cepas identificadas apenas como Salmonella 
enterica subespécie enterica e que apresentaram as seguintes fórmulas antigênicas: O:4,5:-:1,2 





O que se pode notar é uma grande diferença regional na distribuição dos sorovares no Brasil 
mostrando a existência de uma variação temporal e geográfica na distribuição dos sorovares de 
Salmonella sp. Até o início dos anos 2000, o sorovar mais frequentemente descrito em amostras de 
carne de frango no Brasil era S. Enteritidis, chegando a percentuais de até 84%, fato que ocorreu 
após o controle dos sorovares Pullorum e Gallinarum [42–45]. Nos anos seguintes, S. Enteritidis 
começou a ser menos isolada no país, dado mostrado por Kottwitz et al. [46], que descreveu a 
queda de 77% de isolados deste sorovar em 2006 para 9% em 2010. Isto deveu-se principalmente 
à implantação de Programas Nacionais de controle de Salmonella sp., especialmente o PNSA, que 
determinou o abate de matrizes portadoras de S. Gallinarum e S. Pullorum e a vacinação de lotes 
de aves reprodutoras contra S. Enteritidis [47]. Com esses sorovares sob controle, novos sorovares 
encontraram condições favoráveis para sua sobrevivência e manutenção no ambiente avícola [46].  
O conhecimento dos sorovares circulantes representa uma importante ferramenta 
epidemiológica em qualquer país. Embora a maioria das cepas seja potencialmente patogênica 
para os humanos, algumas são mais frequentemente encontradas nas aves [48]. Além do mais, a 
sorotipificação das cepas provenientes da cadeia avícola é importante para estimar a 
contaminação cruzada e explorar as relações entre a bactéria, o meio ambiente e as carcaças dos 
animais [49]. 
5.3.3. Resistência antimicrobiana 
Dentre os 67 isolados de Salmonella sp. submetidos à análise de resistência antimicrobiana, 
selecionados com base no sorovar e também de acordo com o grupo (C ou T) dentro de cada 
categoria de amostra (cama, pool de cama, swab cecal, pool de ceco e swab de arrasto), todos 
foram resistentes à pelo menos dois antibióticos. Destes, cinco (7,5%) isolados foram resistentes à 
uma classe de antimicrobianos, três (4,5%) foram resistentes à duas classes, 54 (80,6%) resistentes 
à três classes e cinco (7,5%) resistentes à quatro classes dentre os antimicrobianos testados (Tabela 
8). 
Tabela 8. Fenótipos de resistência dos 67 isolados de Salmonella sp. frente às classes de 
antimicrobianos testados. 




Quinolonas 5 7,5% 
Tetraciclinas, quinolonas 1 1,5% 
Beta lactâmicos, quinolonas 2 3,0% 
Beta lactâmicos, tetraciclinas, quinolonas 53 79,1% 
Beta lactâmicos, quinolonas, cloranfenicol 1 1,5% 
Beta lactâmicos, aminoglicosídeos, tetraciclinas, 
quinolonas 
3 4,5% 





Desta forma, 88% (59/67) dos isolados mostraram-se multirresistentes (MR), ou seja, 
apresentaram resistência à três ou mais classes de antimicrobianos. Resultados similares, 
variando a MR entre 86 e 96,8% também foram encontrados em ambiente de abate de frango no 
Paraná [37,50,51]. A detecção de cepas de Salmonella sp. resistentes a vários antibióticos tem se 
tornado comum e é agravada com a ampla utilização destes produtos em rações animais, 
principalmente como aditivos promotores de crescimento [52]. 
 Estudos recentes de diferentes países revelam que isolados de Salmonella sp. provenientes 





de multirresistência à antimicrobianos [53–55]. Estes resultados mostram um problema mundial 
enfrentado há cerca de três décadas e que vêm aumentando a cada ano. Entre 2007 e 2011 foi 
realizada uma pesquisa no Brasil com 12.582 cepas de Salmonella sp., que apontou o crescimento 
exponencial de cepas com perfis multirresistentes, incluindo as cefalosporinas de amplo espectro, 
além do aumento do número de sorovares com este perfil [56]. Isso é resultado da utilização 
indiscriminada destes antibióticos, o que potencializa o perigo da salmonelose para a saúde 
pública pois a circulação destas cepas na cadeia alimentar influencia negativamente na 
terapêutica de casos graves da doença no ser humano [57]. 
Desta forma, assim como neste estudo, deve se monitorar constantemente a prevalência e 
resistência de Salmonella sp. na cadeia produtiva de aves e também nos alimentos para que se 
possibilite a adoção de medidas para mitigar problemas, devido às implicações para saúde 
pública através da disseminação de micro-organismos resistentes à múltiplas drogas. 
Adicionalmente, é necessário que haja cautela e responsabilidade no uso de antimicrobianos na 
medicina veterinária e na medicina humana [58].  
  Quase todos os isolados (66) foram sensíveis aos carbapenêmicos meropenem e 
imipenem, ambos com 98,5% de sensibilidade (Figura 1). O fato de apenas um isolado apresentar 
resistência ao imipenem e da mesma forma apenas um ao meropenem é um resultado importante, 
pois estes são agentes de primeira escolha no tratamento de infecções humanas causadas por 
micro-organismos produtores de enzimas ESBL. Esta resistência das enterobactérias aos 
carbapenêmicos, mesmo que baixa, é um alerta à saúde pública, tendo em vista a elevada taxa de 
mortalidade devido a estes micro-organismos e ao reduzido número de opções terapêuticas 
[59,60]. 
 Com relação aos aminoglicosídeos amicacina e tobramicina, 100% dos isolados foram 
sensíveis aos dois antimicrobianos (Figura 1). Ammar et al. [61], no Egito, também encontraram 
100% de suscetibilidade de cepas de Salmonella isoladas de frangos à amicacina. Outro antibiótico 
pertencente à mesma classe, gentamicina, teve apenas 2 (3%) isolados apresentando resistência, 
resultado similar ao encontrado por Abatcha et al. [53] e Doménech et al. [62].  
 Na presente pesquisa, os maiores índices de resistência dos isolados foram observados 
para o ácido nalixídico (100%), cefotaxima (91%), amoxicilina com ácido clavulânico (87%), 
doxiciclina (87%), ampicilina (86,5%), ceftadizima (86,5%), tetraciclina (85%), ceftriaxona (83,5%) 
e aztreonam (83,5%) (Figura 1). Resultados condizentes foram relatados por Vinueza-Burgos et 
al. [63], que encontraram 100% dos isolados de Salmonella sp. provenientes da cadeia avícola 
resistentes ao ácido nalidíxico, 99% à cefotaxima, 99% à ampicilina e 94% à tetraciclina. Zhu et al. 
[55] também relataram percentuais semelhantes, sendo que 99,5% dos isolados de Salmonella sp. 
foram resistentes ao ácido nalidíxico e 87,8% à ampicilina.  
Dentre os isolados de Salmonella sp. que apresentaram maior nível de resistência aos 
antimicrobianos, a classe dos beta-lactâmicos foi a que mais se destacou, sendo que 91% dos 
isolados apresentaram resistência aos antimicrobianos da classe e 85% a pelo menos três agentes 
beta-lactâmicos. A resistência à esta classe é atribuída à alguns mecanismos como a modificação 
do sítio alvo da droga, inativação pela enzima beta-lactamase ou inacessibilidade da droga ao seu 
sítio alvo de ação [64]. A resistência aos beta-lactâmicos encontrada neste estudo é preocupante, 
pois foi observada elevada resistência às penicilinas e principalmente às cefalosporinas de terceira 
e quarta geração (Figura 1), que são medicamentos considerados críticos no tratamento de 
salmonelose humana [57]. Neste sentido, a circulação de cepas resistentes a estes medicamentos 
é um ponto importante de controle na cadeia alimentar, pois constituem uma ameaça à saúde 
pública [65]. 
Thai et al. [66] relataram que o ácido nalidíxico tem resistência predominante em aves e este 
dado corrobora outros estudos com os mesmos achados [67–69].  Nos últimos anos o que tem 
sido observado é um aumento na resistência e este antibiótico, sendo resultado de um processo 
multifatorial, que inclui dentre as possibilidades as mutações e a resistência mediada por 





Salmonella sp. isoladas de carne de aves, em 2008 em aproximadamente 60% e atualmente 95% 
das cepas são resistentes a este antimicrobiano [63,71–73]. 
 
Figura 1. Percentual de isolados de Salmonella sp. resistentes a cada agente antimicrobiano testado.      
NAL: Ácido Nalidíxico; CTX: Cefotaxima; AMC: Amoxicilina com Ácido Clavulânico; DOX: 
Doxiciclina; AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftadizima; TET: Tetraciclina; CRO: Ceftriaxone; ATM: 
Aztreonam; CPM: Cefepime; CIP: Ciprofloxacina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol com 
Trimetoprim; MER: Meropenem; IPM: Imipenem; CLO: Cloranfenicol; AMI: Amicacina; TOB: 
Tobramicina. 
 O perfil mais prevalente entre os isolados multirresistentes foi a resistência a Ampicilina 
(AMP), Ceftriaxona (CRO), Aztreonam (ATM), Amoxicilina com Ácido Clavulânico (AMC), 
Tetraciclina (TET), Doxiciclina (DOX), Ácido Nalidíxico (NAL), Ceftadizima (CAZ) e Cefotaxima 
(CTX), observado em 25 isolados (37,3%) (Tabela 9).  
Dos 67 isolados, 58 (86,6%) apresentaram resistência à ceftazidima ou à cefotaxima ou a 
ambos e no teste confirmatório fenotípico para produção de enzimas ESBL, 34 isolados (50,7%) 
apresentaram padrão compatível (Apêndice A). Dentre os isolados que apresentaram resultado 
fenotípico positivo para a produção de enzimas ESBL, os mais frequentemente encontrados 
foram S. enterica subesp. enterica (O:4,5) com 13 isolados, S. SaintPaul e S. Typhimurium ambos 
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Tabela 9. Fenótipos de resistência dos 67 isolados de Salmonella sp. obtidos de cadeia avícola frente 
aos antimicrobianos testados. 




NAL 4 6,0 
NAL, CIP 1 1,5 
NAL, CTX 1 1,5 
CPM, NAL 1 1,5 
NAL, CLO, CTX 1 1,5 
DOX, NAL, CTX 1 1,5 
AMP, AMC, NAL, CIP, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CRO, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CRO, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 25 37,3 
AMP, CRO, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, SUT, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CPM, CRO, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 22 32,8 
AMP, CRO, ATM, AMC, GEN, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CRO, MER, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CPM, CRO, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CIP, CAZ, CTX 2 3,0 
AMP, CPM, CRO, IPM, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CPM, CRO, ATM, AMC, GEN, TET, DOX, NAL, CAZ, CTX 1 1,5 
AMP, CPM, CRO, ATM, AMC, TET, DOX, NAL, SUT, CAZ, CTX 1 1,5 
NAL: Ácido Nalidíxico; CTX: Cefotaxima; AMC: Amoxicilina com Ácido Clavulânico; DOX: Doxiciclina; 
AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftadizima; TET: Tetraciclina; CRO: Ceftriaxone; ATM: Aztreonam; CPM: 
Cefepime; CIP: Ciprofloxacina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol com Trimetoprim; MER: 
Meropenem; IPM: Imipenem; CLO: Cloranfenicol; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina. 
5.3.4. Perfil de macrorrestrição dos isolados 
Os perfis de macrorrestrição dos 31 isolados analisados estão apresentados nas Figura 2, 3 e 
4.  
Na Figura 2, considerando os parâmetros UPGMA adotados, os isolados de S. Typhimurium 
e de seus monovariantes [S. enterica subesp. enterica (O:4,5) e S. enterica subesp. enterica (O:4,5:i:-
)] foram agrupados em 2 clusters. Uma das cepas não foi agrupada em nenhum cluster (non 
clustered - NC). 
O cluster A agrupou a maioria dos isolados provenientes do grupo controle, e foram 
oriundos de amostras de cama, pool de ceco, swab de arrasto e swab cecal. Nesse cluster foi 
possível observar a presença de um único isolado do pulsotipo “A3” e outros 2 pulsotipos 
diferentes com 100% de similaridade entre si, “A1” com 2 isolados e “A2” com 11 isolados. O 
cluster B agrupou apenas isolados do grupo tratamento, em que todos apresentaram 100% de 
similaridade entre si, formando apenas um pulsotipo (B1), sendo provenientes de amostras de 
swab de arrasto e cama. Apesar de possuírem padrões de macrorrestrição altamente semelhantes, 
é interessante observar que os isolados de Salmonella Typhimurium, bem como suas variantes,  
provenientes do grupo controle foram agrupados em cluster diferente do isolados provenientes 
do grupo tratamento, evidenciando diferenciação no padrão dos isolados entre os grupos, fato 






Figura 2. Representação esquemática (padrão, pulsotipo, sorovar, tipo e origem da amostra 
e tempo de coleta) de 20 padrões únicos de cepas de Salmonella Typhimurium e suas 
monovariantes isoladas de cadeia avícola no estado do Paraná. A macrorrestrição foi realizada 
com Xbal e a identificação foi estimada usando o coeficiente de similaridade de Dice (tolerância 
de 5%). NC: non-clustered. 
Na Figura 3 os isolados foram agrupados em dois clusters e seis pulsotipos. O cluster C foi 
composto por três isolados pertencentes aos grupos controle e tratamento e foram de amostras 
de swab cecal e cama. Neste cluster foi possível observar um único isolado do pulsotipo “C2” e 
dois isolados com 100% de similaridade entre si, constituindo o pulsotipo “C1”. O cluster D foi 
composto por dois isolados que constituíram dois diferentes pulsotipos, “D1” e “D2”, sendo 
amostras de swab de arrasto e cama provenientes do grupo tratamento. Os outros isolados não 
formaram clusters (NC). 
 
Figura 3. Representação esquemática (padrão, pulsotipo, sorovar, tipo e origem da amostra e 
tempo de coleta) de sete padrões únicos de cepas de Salmonella SaintPaul de cadeia avícola no 
estado do Paraná. A macrorrestrição foi realizada com Xbal e a identificação foi estimada 
utilizando o coeficiente de Dice (tolerância de 5%). NC: non-clustered 
Na Figura 4, as cepas de S. Agona foram agrupadas em apenas 1 cluster (E), que foi composto 
por três isolados provenientes de amostras de cama, swab de arrasto e pool de ceco, tanto do 
grupo controle quanto do tratamento. Este cluster foi constituído de dois pulsotipos (E1 e E2). 





Figura 4. Representação esquemática (padrão, pulsotipo, sorovar, tipo e origem da amostra 
e tempo de coleta) de três padrões únicos de cepas de Salmonella Agona de cadeia avícola no 
estado do Paraná. A macrorrestrição foi realizada com Xbal e a identificação foi estimada 
utilizando o coeficiente de Dice (tolerância de 5%). NC: non-clustered. 
 
Através da observação da presença de perfis clonais idênticos ou com elevado grau de 
similaridade em amostras, grupos (controle e tratamento) e tempo distintos, o perfil de 
macrorrestrição dos isolados desta pesquisa mostrou que há uma distribuição das cepas do 
campo, que se perpetuam por toda a criação e também ao longo do tempo. 
5.4. Conclusões 
Diante dos dados apresentados, pode-se concluir que o desempenho do modulador 
biológico BAC TRAT 2A® foi positivo para a diminuição do desafio sanitário envolvendo a 
presença de Salmonella sp. durante a criação de aves. Tanto no ambiente quanto no ceco das aves, 
por ação indireta, houve uma diminuição da carga do patógeno, principalmente nos estágios 
iniciais do ciclo de criação, possivelmente provocada pela exclusão competitiva na cama do 
aviário e modulação biológica da microbiota das aves em contato com o produto. Além disso, as 
cepas estudadas demonstraram um elevado grau de multirresistência aos antimicrobianos, 
principalmente para o sorovar Typhimurium e suas variantes monofásicas, que são conhecidos 
por sua capacidade de disseminar genes de resistência no ambiente e na cadeia avícola, podendo 
afetar a população.  Ainda, a observação de perfis clonais idênticos ou com elevado grau de 
similaridade no perfil de macrorrestrição dos isolados mostrou que há uma distribuição das cepas 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os moduladores vem sendo cada vez mais utilizados na avicultura, devido 
aos bons resultados que têm apresentado no controle de patógenos de 
importância na criação das aves, mas também por serem produtos seguros e 
não causarem prejuízos para a produção.  
BAC TRAT 2A® se mostrou eficiente em ambos os estudos, tanto a campo 
quanto no infectório experimental, apresentando reduções nas contagens e 
amostras positivas de Salmonella na cama, foco principal do produto, 
possivelmente provocada pela exclusão competitiva na cama do aviário, mas 
principalmente no ceco das aves, demonstrando sua ação indireta, através da 
modulação biológica da microbiota dos animais em contato com o produto. 
Além disso, no estudo a campo as cepas de Salmonella isoladas 
demonstraram um elevado grau de multirresistência aos antimicrobianos, 
principalmente o sorovar Typhimurium e suas variantes monofásicas, que são 
conhecidas por sua capacidade de disseminar genes de resistência no ambiente 
e na cadeia avícola. O aparecimento e disseminação de micro-organismos 
resistentes aos antibióticos se torna um grande problema para a saúde pública, 
visto que os genes de resistência a antimicrobianos incorporados nestas 
populações bacterianas ameaçam a eficácia de drogas utilizadas para tratar 
infecções em seres humanos causadas por estes patógenos. 
Embora os benefícios da utilização do modulador biológico tenham sido 
comprovados em ambos os estudos, são necessárias mais pesquisas com o uso 
do produto na cama, visto que a maioria dos estudos fazem a utilização destes 
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